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E l  .conocimie@to de l a  toxicidad de 10s venenos. de  saws se 
remonta a tiempos pretQri tos . W i c o s  de l a  antiguedad mencionaban nledicinas 
preparadas a p a r t i r  $e pie1 dc $arms. y describieron sus efectos,sobfe e l  co- 
rk: 
rat& y l a  respi raci4n. &s& ' - 
En 10s siglos X V I  I y XVIII, se en1 is taron temporariamente a 10s sapos 
desecados cano "buffones exciccatl* en las famacopeas oficiales y se usaron 
cam d iu f i t i cos  contra l a  gota y otras enfermedades, aQn antes Be que las di-  
g i t a l  i s  fueran i ntroducidas par Y i  thering. 
En China y Japbn, l a  secrecidn seca del sapo chi no, W ~ m b a b l e e n t e  - 
BuPb g a r g Q 2 . i ~ ~  conocida c o e ~  Ch'an Su en China o Senso en Japbn, se usa 
a h  hoy para combat1 r varias arrfemedades. 
E l  llamado veneno de sapo as urn secreci6n producida por glbndulas d6r- 
micas m d i  ficadas que estdn presmtes en l a  mayor parte del Lrea de l a  pie1 
del saw per0 concentradas cspcc ia lm te  en l a  regi6n del cuelle (Ias glbn- 
du1 as paro t o i  des ) . 
I * Dcbido a que a1 veneno c o n t f r n  uchos pr incipior fanuco l& icmnte  
n %: \ 
I activos, incluyendo alcaloides ind(llicos, no i d 1  icor y csteroides coma 10s - 
I bufadienbl i dos (bufogcninas ) y $us deri vados , las bufotoxi nas , e l  i nteres 





Mas recientemente se investigd l a  conposici8n de las secreciones de l a  
p ie l  de sapos con fines de estudlos gengticos y evolutivos. 
E l  veneno, probablemente excretorio en su funcidn or ig inal  (aunque in-  
dudabl emente u t i  1 i zado para evi t a r  predadores ), conti ene productos de pasos 
metab61 i cos secundarios . 
Cclno se menciond, en l a  secrecidn venenosa se encuentran dos grupos de 
sustancias tdx i  cas , asf cor, otras sus tancias s in  propiedades farmacol6gicas 
especf f i cas . Los productos tdx i  cos pueden agruparse en: 
1) Los p r i  nci pios cardi oacti vor . representados por deri  vados esteroi da- 
1 
I les cdnmente conocidos como bufogeninas', o s i s t d t i c s a c n t e  c a o  bufadie- . 
I 
I 
ndlidos y bufotoxinas2 (conjugador da l o r  bufadi.cnd1 idos con suberllarginina ! - <  , 
) , l o r  cuales son primariamente responsables del efecto famcoldgico de - P i  
1 a secrecjdn venenosa. 
I A d d s  de 1 os bufadiendl idos, t a n b i h  se han encontrado colesterol' ( . I 
. - 
. . -  
4 1- y e l  prev lamnk conocido c m  y - ~ i t o s t c r o l ~ ~ ~  (mezcla dc colesterol . camper- i*:?. i. 
Q. 
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dl  faranter : a) derlvkdas - de fenl tetYJulnr y b) darlvadas de t r i p t u l n a .  
. "i - .+?,$ ' Del er tudlo de del glnero &@, sc ver i f ic6 que 
, . .... ---. 
. '.:. :r'. t-.v,* -' 
: :.. A.:;;; p . . . . *  runquc sc - encontraron ditmn;las e t ~  8s bues  que r e  alslaron de crda una 
' .  
, - 
de rllas, diffci lmente r e  podfa de aprclrr. 
. *- - '. , +, 2 - ,  *+. - s-Lyp+, 
- .  
. . . - w  
. -  v * . $*?+ ..-* , . 
I- , - . La apl i c a d  8n r i r t n l t i c i , . d e  df f i r i in ter  4 todo r  c-toprlf lcos amp1 16 
sas an muchas especles de sapos, $am no c la r i f l cb  l a  comprensibn . del . signi- 
flcado bioldgico de las m l s m  n i  el rot qua dlchas bases cumplen en 10s ani- 
2a) Se han ldentificado v a r i o  brrtar C r i v r d r s  de l a  fenlletilmt.ina en 
, ; 7 .  
1;;' vrnanor d i  rapes : dopaifha' C4), il-mtl ldopcalna7 (B , nomdmrl lns8 (8J. 
adrenal i nag (9). 
I : - . (  _ 2 6  . L -  r ". . * 5  yi ,*:A: . 2b) Entre 1 as bases derivadas de tri ptami na f iguran: 5-hidroxi triptami- 
.+ . . . 
+ .. !. 
: . 
. . I ', 1; :.i naw (serotonina, l0J. -N-metf l-5-hidroxi triptaminall (a. N-meti 1-5-metoxi- 
. . -?j!, , . .C,\.;" 
, . . , -*-,. **, 4,= ' 
-; ., . ' 
< ,. - . 
, .-, . , .'.< .-+ 
I :  . - : - triptamina12 (&), bufoteninaZ1 (N,N-dimetilserotonina. 13). 0-meti lbufote- $*!" ' ,- .. . , .,<- : ' -; . ' - .i> . . . , ,- ! 
. - .-.; :.., .I.. < .  
- _  . . I .  . 
.. . 
nina12 (fi) , bufotenidini1' (N.N,N-trimeti lserotonina, - 15) y dehidrobufote- 
. - 
. , 
,. , '* + .! 
- : ninal? (16). I . .  . . ..I I.' . -- -. 4 .  . . I - . . - . ' I -  ' 
..- .( . - _ .. . 
I 
. . 
. . I * ' 
,*., :- :*<: : ' !- 
v':n ., - -. .4 , . . . . ._ . . 
! -, 
. ?  ( , , . : : : 5 5  +; - .~ , .  . , 
. - b  it, i., _ -  
. .. 8: r.r,'..,* 
. . , I .  , 
1 _ ' .  . . 
pri ncipios. esterotdales cardioacti.vos 
"*'. 
,*# &; .;.: ' .  .. - .. . -; - , .- .  . - . p.-,#., , g:q*G$q??:-,:.... 
a,.;.. 1 -  -.; 
, - :  
. *..- _. - 
2 :. .> &?,- :.,';:$--p, 1 i?'** - i,,! .,-.2 una acci6n poderosa sobre e l  m?culo cardfaso; inyktados - en . l a  ~ o r r l e n t e ~ ~  
:.%,P->$< :y- - ' !q-' ; ..*. 
I $ ;;. .,; : . t . .? 52-1;' 3. 
... -, 
sanefnea en cantidades nuy controladas son de inportancia faraacolbgi ca , ya 
- ,.,, ;.:.*geI'*y ?*r ,C* . -,.. . , - , < .  .7,.wL - 5  . ? . . . . 
.: - 8 .  - ?. .?, ,, &+,,-< ;. - ;, . . . . .@, :::g:a; , - . .~&L 
. I - ,  i 
?. ;.$ ;..:;-, <$-**.. , . - , - . .  . _ . . , -. -:-m. ,<p%G:&q*.: .. . - - ;i, , Y - l 1  
puc ausntan l a  contract ib i l  idad dcl coradn y disminuyen l a  Crecuencia r i s -  
. .* . .? 4% lm g,?.'Lz.*;, '. 
.-- : - 
,?. 3;x*$>.; 7:yy , L *. ,... -. I . a l i c a  incrementando asf l a  eflcieneta cardfaca. . . ,4--.,' p< - - ; 1'. .,,, ;?;pF 'i?*. -.': >-, - x , , - . :. ..: . ' - >  - , , vr?+At -2.. 
*.-. ; ,  -.,., ;&:;~&,:. , ., .. > '  *. . . . . . .  .::*.&$&cz.: . r.a.. 2.Y: 
Los principios que nos ocupan se encuentran restringidos en l a  Natwale- 
.: " 6 *;4i,:\>- ' 3  . ~ ~ q  ; 9 
- 1  
- . ,. r.:*-im!+-' .: 7-Lv,, += - 
rr a rlgunos pocos vegetales donde -, se encuentran cano glic&sidos y a ciertos 
e 
rzb ._ -. - 
1 _ ' . .*..~-* 
.A a = fi.~ - 
 + 
r. , *.-.& .- - 
1 animates en 10s que se encuentran en f o m .  de agl . iconas . ,. o geninss .. .\ 1 tbres o $fi 2 - .  . ' - ... ':-' 4 ... 8 - .  . ? .  . . . '  - . ,, 
cs t c r i  f i cadas con Lci dos c m  1 a 
; 1 . . - - - ,  . . .. e .  < k"!,,. ' 
Es tructuralmntc , 1 os . p r i  .. nd pior card1 ot6ni ., cos . estcioi . . dal es son de dos 
<..I . . . . 
.. . r .: ., > +;. ' . 
: .  . r-, . , ?: .. .: f 4 . - i- I tlpor : carded1 ldos y bufadien61 i d ~  (var flgura 1). . .. . . _  ,n.- - ,- . 
'- . .;;.Ah ;Je;. , 
- .  
.. % ,.. 
:. @:?:; ,. 
.? d i  gi toxi geni na *G :+ *.. ''.' - 
. ,F$&.., ;\. 
. . ' , .< ,  : . ,  , 
bufal i na 
(cardenbl i do) (bufadienbl ido) 
= ,' 
i 8 
Figura 1: Ejemplos de 10s d is t in tos  ti 
E.'., r o i  da 1 es . 
.. , .@ 
P de pr inc ip ios cardiotdnicos este- 
:. 3 
* ' - LOS cardendl idos son no1 6culas de 23 l tanos de carbon0 , cuya cadena la-  
& - 
te ra l  consiste en un an i l  l o  lactdnico de 5 miembros, a,$ no saturado (grupo 
- - 
, ? .  . . :$&.L-. 8 . . 
-. - _ 
butenblido), caracterizadas admgse&r poseer un gruio h id rox i lo  en e l  car- 
i & 
bono 14 con orientacidn $. - 
, 1. I 
. . / 
Por su parte, 10s bufadiendl idos tien;" 24 b t o k s  de carbono, con un 
- : 2. ' 
an i l  l o  lactbni&*de 6 ini&r%s dob l t kn t .  no saturado (a-pirona) colno cadena 
. ' i t  . 1. 
l a t e ra l  y un grupo h id rox i lo  e" pbs'teidn 14 o un epdxido en 14(15)', teniendo 
La es tereoqu f m i  ca de & corresponde a l a  de un ester01 o 
'-3 
un Lcido b i l  i a r  en 10s carbonos 8, 9, 10, 13 y 17, per0 l a  or ientacidn del 
sustituyente en e l  carbono 14 es B c m  se d i j o ,  resultando una uni6n cis 
entre 10s an i l l os  C y D. 
En 10s bufadienblidos, la del hidrdgeno sobre e l  carbon0 5 
- .  
,-2. 
, 4 .+  +iJ- 
es $ (an i l l os  A y B ois) mientras que en 10s carden6lidos puede ser a, 6 o 
poseer un dobl e en1 ace en pos i c a n  5(6) ' (ver f i gura 2). Los bufadi end1 i dos 
. .: :;&+i - . b < - 
.. ,. ):.-*;k**.ji- 
vegetales suelen presentar un doble eaace en l a  posicidn 4(5). 
, . *  -3 




:;> .' '.- 
. 
' ,,. '- , . 
. . , . "  
fr' 
. ; .$.+\. .' ' . 
\ ' I ; . : .  . . 
.:; ..;sd;'::..  , 
_ I  
. -*?';,.:-;. ' 
. , *a: . 
- ',-* 
; -:: 1 '!.'Y.$ -. -: - 
I .  L . .  
. : , ?q  L .  ',- 
. . .  . ... .'$.> : 
.FA .+- ,:*;4 :,L, . ': > - 
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Figura 3: Ejemplos de bufadienblldos de origen animal. 
BIOSINTESIS DE BUFRDI ENOLIDbS 
1 , "  
. C' 
d;e.;%r.- : - 
. Rumerosos investigadores estudiaron l a  biog6nests b cardendl idos y de 
bu#dienb~idos y l t i l o s  tanto aquellos provenientes de ve- 
. .  . - ' n::yj- 
, ' ., , -,,; :" ' . , .  "A.  
. .  . getales como de an'imdles. 
. . : , ; $ g # ~ p  . . I  ., :. .,..I..,.- -. , - .  
:. 8 . .  . \: . . 
f A&-, 
+*, PE G 
E l  grupo de 10s cardenblj&s es el '  Gue ha sido nds amp1 l a  y profunda- 
. d ,  I & >  
- *  - a F .  >; 
rnente e~tudiado'~, pero dado d objet ivo principal del presente trabajo no 
.. ... ,. .-- '. . .,-_ , 
, , ,;$ , , . ;;:?t.*.'.>i' ._ .. 
-. L ... C. '!- . ... U i . "  ' -  &-.A. ,..- 
serdn extensi vamente d i  scutidos, s i n ~  que serdn teni dos en consideracidn 
.._.I ..I 
. -> * ,  ' , - '.; .,' 2c . - 2:. ' . .: - ..- . 
-. 7 7 . --. ' .-?- 
. ..,. *i : <:. . . - - 
, 7.. - . 
. 4 -  & . >! ''.*, 
n- 4:'. , . 
cuando sus relaciones cstkitura'i;s con 10s bufadien61 idos permi tan l a  =om- 
#. ' ---, -.r '.. \> + ,- . 
I .  : ,. , 
: -,. .. 
' .  . v .  --:; if,;?..i~,~*& :-,..,I , . A - . . c . .* 
I ,. .'.. ... .A . - 
.- <; *, <;r. 
paraci b para un me j o r  antcndiddnto de 1 os procezos biosi  nd t i cos  establ e- 
. - . . . .._I,. . - 
- . . .  
. . . . 
. 8 . . ,, i- :' 
* .  ' i - I .  
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, . Bufadiendl idos de origen vegetal -: - - . ,  , 
- L 
8 .  
r . .  , w .  ' - ., i, 2 :; 2pt7i: : kRi&P-$1 .. , . 
Los estudios biosint6ticos con este t ipo  de compuestos se han real  izado 
en plantas HeZZeboma atrod-  y en l a  variedad ro ja  de l a  Sdtk d t i m  
, T L  , $ 
0 th@?w maPitinwr. - * I. ?  I , , <LA - - u 2,. 
? J - 5  4 
Debi do a 1 a s i m i  1 i tud es t ructural  entre cardendl idos y bufadi en61 idos , 
se consider6 como probable que l a  bioggnesis de ambos tipos de cmpuestos 
I 
- ?$ 
estarta muy relacionada. ' y  .' .'... T 2  
2, 
':Id 
Tschesche y Brassat'' en 1965, su ln i s t ra ron  e l  3-0-glucdsldo de 121- 
l4c1 pregnenolona (E) a e j a p l a r r r  dc 8eZteborm8 atzwrubm~ ,detcminando 
' I .  * 
. . 




- 1 L / .  ( ' I .  ., ,. 
<, . I L .  k .  
que la hellebrina (l8) aislada luego de 16 dias, era radiactiva, Por aceti- 
lacidn y luego ozodlisis (que re sabia gue destrufa el anillo lact6nicoz5) 
de 1 a he1 1 ebrl na marcada, se obtuvo un product0 i nacti vow Es te resul tado i n- 
dicaba que la marcacidn de la hellebrina estaba en el anillo lactdnico sola- 
mente y que por lo tanto, la pregnenolona (l7) marcada en C-21, se habia in- 
corporado directamente y no a travBs de rupturas degradativas (por ejenplo a 
acetato) y posterior sf ntesis del bufadiendl ido (ver f igura 4). 
; b e +  , 
. 
G 
4 .  
Glc-Ram 
Flgura 4: Incorporacibn del g1 uci3sido de pregnenolona en he1 lebrina . 
, . ' ., 
. . 
' ,. . 
- A  
En una experlencia p o s ~ d %  se sministrb a ejemplares de la planta 
antes mencionada , en f o m  conjunta, 14-l4c1 pregnenolona (m y 1 30038 1 
' > *  . 
f l -  pregnenolona*6 con el fin de 'e&diar el mecanism de hidroxilacibn en la 
1 ,* 
s .  
- Y  L posicidn 5 del bufadienbl ido. Se air16 he1 lebrina ( )  determinlndose que 
3 14 contenfa 3~ y 14t, per0 la  relacidn HI C habfa disrninuido respecto de l a  
,-, 9- 2* 
relacidn existente entre 1 os c&puestos i nocul ados. 
s - .  
m y  , , - -  ." 
i 3 Ademds, en el n ism t$abijo'e, re probaron c m  precu~sores 116,17- H21 
(20), - que no resultaron incorporadas. * .- 
'. . 
1 ; .  
Estos resul tados pemitiemn suponer ,-,_ que l a  hidmxilacibn en el carbon0 
. t , >*< 
5 no ocurrfa por susti t u c i h  directa + d b  - un hidrdgeno en esa posicidn con o 
L. 
-. 2. .- .;, 
si'n inversiC de configuracibn, ~ i n o . ~ ~ o r  7 , .  a d i c i h  de agua a1 doble enlace 
- lb ,:> L- 
. . >, 4- f,. , 
5(6). Ademas, la  retencidn parcial del 3~ en posicidn 30 indicaba que no era 
-' ,*- - - 
. *, y:-;" + *: 
necesaria la  f o d c i h  de un ccto-dcrivado en posicidn 3, pero la  perdida de I . - 
- , -  
a , , , . I  , 
encontrada se  podfa just i f i  car . '~"~oniendo .- que 1 a pregnenolona (o un deri- 
- .-:;. 
- .I 'A",- 
vado relacionado) estaba en equilibria con progesterona (21) - (o un 3-ceto- 
- ' $\f7w'; 
P F : * . * ~ >  
derivado) que no intervendrfa directamente . . en l a  sfntesii  de hellebrina (l8). 
- -',k. b ' ,  
. *;*:,t g,z ; :.
Para1 el amente a es tos ensay- en He 2 bbons atrodens , Gros y col abo- 
radores real izaron experiencias -con l a  variedad roja de S a i Z h  nnritinn, en- 
.. 4 .  :- 8 .  , --- 
1 
contrando que tanto el ' dcfdo 12,14~] mevalbnicol' u, cam l a  ~ ~ o - ~ ~ c I  preg- , 
*. ' 
18 nenolona (l7) s e  i ncorporaban a1 sci l  1 i rdsido (a, p r i nci pal bufadien61 i - 
do de esa planta, conf imando para este vegetal 10s resul tados obtenidos por 
1 os i nves ti  gadores a1 manes. 
Todos es tos resul tados establecfan el probable origen biol dgico de 21 
dtomos de carbono del buf adienbl ido vegetal , por lo  que para 1 legar a deter- 
minar el origen de 10s Btoms de carbono 22, 23 y 24 que completarfan el  
anillo lactbnico, procedieron Igs  a i nocular ~ e t a b o l  i tos pepueilos en ejem- 
plares de l a  variedad roja de la  S&tZa d t i m a .  Entre ellos,  se probaron 
acetato y oxal acetato marcado con 14c en di  stintas posiciones.s detnostrSndose 
que este dltimo era el donante de 10s 3 carbonos necesarios para armar el 
20 
a n i l l o  lact6nico de 6 miembros. 
En suma, l o  que se conoce a1 presente sobre l a  b iosfntesis de bufadie- 
ndlidos vegetales como hipdtesis 16gica con base en las  experiencias real  i- 
zadas se puede resumir en e l  siguiente esquema ( f igura  5) 
dc. meval dni co ----- + pregnenol ona 
derivado del pregnano) 
\ 
..A. : ~ 
progesterona (u o t ro  3-ceto-derivado) 
Figura 5: Esquema b ios in t4 t ico  de formaci6n de 10s bufadiendl idos de origen 
vegetal . 
En cuanto a l a  h idroxi lac idn en C-14, ha sido demostrado que, en e l  caso 
de 10s cardendl idos, 6sta precede a l a  formacidn del ani 110 buten61 ido, dado 
que probabl es precursores s i  n t 6 t i  cos conteni endo e l  ani 1 l o  lact6nico pero 
faltando e l  h i d rox i l  o 148. no resul Uban incorporados en e l  carden61 ido" . 
mientras que intermediaries t i p 0  pregnano con e l  grupo h id rox i lo  en 146 eran 
buenos precursores de 10s cardendlidos (ver pbg. 32). 
En e l  caso de 10s bufadiendlidos se desconoce s i  se mantiene l a  secuen- 
c ia  confirmada para cardendlidos dado que no se han l levado a cab0 experien- 
a " ,  . , -, 
., . . I...?. 
10s bufadiendlidos en sapos, pero que.el acid0 acetic0 no l o  era. 
Este razonamie~to parece na tener en cuenta e l  resultado experimental 
que indica que e l  dcido acetic0 es precursor del colesterol en organismos 
animalese4 y en consecuencia resul t a  d i f l c i l  expl i ca r  que e l  acetato de so- 
d i  o radi a c t i  vo no se i ncorpore en l os bufadi enel i.dos. 
Sin embargo, corn e l  dcido acdtico es un metabolite primario muy ante- 
r i o r  a1 col esterol y adeds p a r t i c i  pa de var i  ados cami nos metab61 ices, es de 
I 
esperar una gran di lucibn y dispersibn de l a  marca para l legar de acetato a 
colesterol y 6s ta podrfa ser una .expl i caci6n de l a  fa1 t a  de marcacidn evi - 
dente o detectable en 10s bufadienblidos. 
Estos resul tados se han revisado en parte en l a  presente tesis, traba- 
jando con cortes de te j ido de gldndula parotoi de de sapos , como se descri b i -  
rb mds adel ante. 
Posteriormente, otros in~estt~a&d0Pes'~ repi ti eron 1 as experiencias con 
14 14- C I  col es terol  (2) en saws ByPo m, encon trando i ncorporaciones mu- 
cho menores en 10s bufadienbl idos gue las obtenidas por ~ i p e r s t e i n ~ ~ .  
Los estudios b ios in tgt i  cos con sapos intactos se ven d i  f i c u l  tados por 
el  1 en to  metabol i s m  del animal, y por e l  hecho c i  rcunstanci a1 de que aparen- 
temente 1 os bufadiendl idos se encuentran d i s  tri buidos en d i  s t i  ntas partes 
del animal, a pesar de no e x i s t i r  experiencias de ecmening direct0 que l o  
corroboren. Asf, a1 suministrar marinobufagina (24) marcada con tri ti 0 a sa- 
pos &fo mm*inus hembra2', se encontr-6 que a1 cab0 de 90 dfas l a  mayor parte 
del bufadiendl ido radiactivo estaba inal terado en 10s tejidos ovhricos y en 
cantidades menores en el tracto gastrointestinal , mientras que en el veneno 
extrafdo de las  glfndulas se  encontr6 muy poca mrinobufagina (24) radiacti- 
va, siendo 1 a te l  oci nobufagi na (25) el product0 principal de conversibn, 
aunque 6sta no pudo ser  identificada correctamente. Este fil timo dato indica- 
rSa una posi bl  e i nterconversibn entre 10s bufadi en61 i dos . 
Por otra parte, esta experiincia' de estudio de distribucibn de 10s bu- 
fadiendl idos en el  organism animal , puede tener poco valor s i  se considera 
que es muy probable que 10s bufadienbl idos no Sean transportados a trav6s de 
las  membranas de 10s tejidos que 10s producen y que a1 inyectar rnarinobufa- 
gina (24) - en el torrente sangufneo es 16gico que se acumule en distintas 
partes, sin por e l lo  ser una distribuci6n natural. 
En otros ensayos, Gros y colaboradores 17a27 probaron que el k i d o  meva- 
A .  
. * 
7 - 
lbnico (22) - marcado se incorporaba en el veneno de s a p s  h f o  m, 
per0 s610 en la  fraccidn denomi nada y-si tosterol (que como ya se mncionb 
es una mezcla de si tosterol (5) , estigmasterol (%), carnpesterol (3) - y col es- 
terol (2)), - per0 no se incorporaba a 10s bufadienbl idos. ~ s t o  replantearia 
23, 
el problma susci tad0 con el acetato en 1 a experiencia de Siperstein e t  at. . 
Con e l  objeto de cornprobar si el  an i l lo  lactbnico -de 10s bufadien6lidos 
en animales y a semejanza de lo  hallado para sus hom6nimos vegetales, tenfa 
e r i  vado es teroi  dal del ti po 20-ce to- 
. .' ..; '-' 
. : . - \ - .  - 
A -7 .  * 
pregnano con una mol6cula pequefiu Que pmporcionarfa 10s 3 4 t ~ o s  de carbono 
, , ;x, - 
..? 
que restan para formar dicho ani?&&.distintos grupos de i nvestigadores in- 
yectaron, por una parte 14-14cl p&gnnolona (XI a sapos Byfo  Y 
por otra. 120-l4c1 pregnenolonaa5ua rams Bujb pmu4als8?. En ambos casos 
se obtuvieron resul tados negatives, ya qua l a  marinobufagina (a) aislada de 
esas experi encias no era r a d i a c t t ~ + ' .  .-, 
- - 
:n . 
En una experiencia posterior s@ inocul6 ~ Z O - ~ ~ C I  colesterol ua8 a $a- 
pas Bufo puw~d~'' y l a  marinobufagina (24J aislada a1 cab0 d e 8  y 107 
dfas resul td poseer radiactividad, P Q ~  oxidacidn del bufadienbl ido a1 acid0 
. , 
e t i  in ico  correspondi ante , previr a a t l l  aci,8n, y degradacidn da S c k i d t  de 
7 .  fc?!#l .' . 
? & - i  5 .  
dicho 6cid0, se determind que Q l l l ; l r y t i v l d a d  del .bufadl@ndlido se e q n -  
%. 
A,> . 
'm traba en e l  carbono 20 (ver f igura 6) 
I - .  I .  z-'?\,:,.%;, f. I ' - .  
A < .  Sf 5.: . a - "  = , _ 
figura 6: ~anostracibn he l a  fiarcaat(n en C-20 del bufadierdl ido luego de 
< 
Es te  resul tad0 posl tivo, unld; 'a 10s negativos obtenidos con deri vados 
del pregnano, l levaron a ruponer 'que en e l  caso de 10s sapor, e l  colesteml I 
podia ser transformado in i c ia lmn ts  en un i ntermediario con estructura de 
-. ..-f 
6cido b i l  iars8 (por ruptura d4' %a kadbna la te ra l  entra 10s carbonos 24 y 25). 
e l  que luego seria convertido an 10s bufadienblidos s i n  necesidad de conden- 
I ?  .I,.. - 
a - 
saclbn posterior con otra d l d c h a  d s  pequefla ya que e l  intermediario ten- 
*. L L 
drfa todos 10s carbonor nreuar ios para formar e l  an11 10 a-pirona. 
. ' -  
, . 
; ', - 
- 7  
2 z4:> lesterol (27) de1 veneno dde sapor &~ompuestos r t *. qw son intermediarios cano- 1 
.-.  .,s\ 
-: ,>'4"51-$ 
. d  9, - 
cidos en l a  biosfntesis d; k l d m  bt l iares 30s31, apoyaba esa hipbtesis, a pe- - / 
6 ?4> 7" 
i h . ,  . a 
sar de que no se encontraron 7-hidroxibufadien6lidos en dicho veneno. I 
. . 
1 
Por otra parte, Chen y Osuch inyectaron a ejemplares de Bufo mcrrintos, 
7 
- .  
el Cster met71 ico del dcido 124-le~i ' 3 ~ - h i d r o x l - 5 s - c o l ~ c o  (28). e l  l c i do  
*. 0 
-- . 
1 2 ~ ~ ~ ~ 1  30-hidroxi-50-collnico (9; )1 ester a t f l l c o  del (cido 38-formoxi- 
51-col dni co mrcado con tri t i o  (a), el &cido 1 24-14c I 3)-hldkxi -5g-col dni co 
. * 
(3lJ corn sal sddica y 10s Csteres &Gl icos de 10s acidos 38-hidroxt-h-co- 
.- <-, , 8 . 1- 
_ " .  
:-t- , 
lanico (a y 3 ~ - a c e t o x i c o l - 5 - 6 n t @ ~ ~  .; # ,+. marcados con tritidb. ': 2;:' 
.. .. 
r: 
C '  .,, -. +
. . ,. 
,.I?, c . ' >  
- 5' < . .  2 .- 
33 R = Ac; R'  = CH3 
-
34 R =' R' = H 
- 
Los au tores mencionados encontraron que 10s compues tos hidroxi  lados en 
3a no se i ncorporaban en 10s bufadiendl idos perw s f  l o  hacian 10s i she ros  
30. Una prueba de f in i  t i v a  requerirfa ver i f icar,  en e l  caso de los precurso- 
# 
res inarcados con 14c, que e l  carbom, 24 de 10s b'ufadiedl idos estuviera mar- 
cado, experiencia que no fue real izada. Ademas 10s bufadiendl idos fueron pu- 
s c 
I - .  3 
. . 
r i f icados por cromatograf f a en placa preparati va, e i denti f icados solamente 
I - - - *  . 
-par ccd, con l o  cual 10s resultados obtenidos son de dudoso valor, aunque 
I :'.- apoyarfan l a  teor ia de un intermediario " t ipo dcido b i1  i a r U  en e l  camino 
biosintgt ico que nos ocupa. 
Con e l  objeto. de ver i f i car  esta hif l tesis, otro grupo de investigadores 
I 
s i  n te t i  z6 124- 14c 1 col es teroldla (3 y e l  dcido 1 24-14c 1 30-hidroxicol -5-6nico 
32s33 (34) - y 10s u t i  1 izaron en ens- ti iosint6ticos con sapos Bufo pameme- 
mis intactos. En ambos casos las experiencias indicaron que 10s productos 
34 
ensayados no resul taron precursores de 10s bufadiendlidos de origen animal . 
Teniendo en cuenta estos resultados negativos, se descartaria l a  hipb- 
. . 
tes is  del precursor con cadena de dcido b i l  i a r ,  a1 menos en 1 as condiciones 
* \- : 
experimentales empleadas, es decir, u t i  1 izando para 1 os ensayos animales in -  
tactos . 
Se reconsider6 entonces l a  pos ib i l  idad de que en animales e l  proceso 
b ios in t6 t i co  transcurr iera a travgs de un in temediar io  del ti po 20-ceto- 
pregnano, per0 estructuralmente nbs cercano a1 product0 f ina l  que l a  pregne- 
nolona. Esta reconsideracidn de l a  hipdtesis primaria, como se describe en 
e l  capf tu lo Objetivos, motiv6 e l  i n i c i o  de este trabajo. 
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E l  objet ivo fundamental de este trabajo fue continuar e l  estudio del 
proceso de l a  biosfntesis de bufadfendlidos de origen animal. 
Con base en 10s dabs de que se disponfa acerca de l as  diversas experien- 
c i  as rea 1 i zadas u t i l  i zando compuestos marcados con trazadores radi ac t i  vos y 
I 
tomando en cuenta 10s .confl i c t i vos  resul tados obtenidos (vgase e l  capftulo 
Introducci dn, biosf ntesis de b u f a d i f d l  i dos) , se deci d id  en principio replan- 
tear e l  probl ema consi derando 1 os mecani smos biosi  n G t i  cos conoci dos para 1 a 
fonnacidn de compuestos con estructura esteroidal. 
De e l  l o  son de destacar las siguientes consideraciones: 
Es extremadamente probable que 10s bufadiedl idos de origen animal pro- 
vengan de colesterol., e l  esterol d s  abundante en 10s organislnos animales, 
dada l a  relacidn estructural entre anbos, o provengan de o t ro  intermediario 
I - -  .. esteroidal estrechamente relacionado con e l  colesterol y que est6 en e l  ca- t -  . 
mino biosintgt ico o metabdlico del mismo. 
. * 
1.. :' En ese caso, ya que colesterol proviene universalmente de acetato a tra- 
v&s de mevalonato, estos dos precursores primarios deberfan ser a su vez pre- 
cursores de 1 os bufadi end1 i dos . 
Para e l  caso de acetato, no se pudo probar experimentalmente.en forma 
directa su r o l  de precursor de b;fadiendlidos en saposZ3, mientras qw para 
e l  caso de mevalonato, las experiencias real Izadas indican que e l  rnismo es 
17,27 i ncorporado en e l  col esterol glandular y hepdti co pero no en bufadien61 idos . . , 
El  propio colesterol, marcado con 14c en C-4 y en C-20, s e  incorpora en 
la  mar inob~fa~ ina '~* '~~ ;  en el Dltino caso se demostrb por degradacibn, que 
el C-20 de l a  marinobufagina era el exclusive portador de l a  marca. Esta evi- 
dencia es l a  mbs firme que s e  encuentra en l a  1i.teratura. 
Aceptado el  colesterol o por saguro el sistema tetraciclico del mism 
cotno precursor, quedaban por investlgar 10s pasos hasta 1 os bufadienbl idos, 
10s intemedios que existian en el  camino, enzimas que cataJizaran las  trans- 
formaciones y 1 os 1 ugares donde se producian es tos intermediarios . 
Desde el  punta de vista de un quimico orgbnico, e l  problema estd funda- 
mentalmente dirigido a identif icar 'todos 10s intermediarlos presentes en el 
camino biosint6tic0, aunque el conocimiento de las enzimas actuantes y 10s 
s i t ios  de bioslntesis, constituye una herramienta poderosa para l a  planifica- 1 
I 
I - ci6n de las  experiencias que pemitan dilucidar las estructuras de 70s men- . . . 
I cfonados intermediarios. 
:- Los pasos hasta colesterol, deben involucrar a 10s ya conocidos desde 
acetato, pasando por mevalonato, escual eno3', etc. pero no es conocido s i  e l  
s i t t o  donde se  hiosintetizan 10s bufadien6lidosS es tambign aquel donde se 
biosintetiza col ester01 ds now. 
" 
Ha sido previamente establecido que 10s bufadiendl idos se sintetizan en 
las  glindulas de l a  dermis presentes' en la  mayor parte de l a  pie1 de 10s sa- 




O ~ O S  (las pldndulas paratoid&),,$$ ademas que e l  1 lamado -%enen0 de sapo* que 
G 
-'I , 
elaboran esas g l  bndulas tambi en ~ ~ ~ m n e  col es terols, aunque se desconoce s i  
b 
ese colesterol , hipotgt i  camente u para 1 a b i  osfntesis de bufadf en61 f dos 
se s in tet iza en las gldndulas o provlrne del hlgado o de otros bganos a tra- 
v8s de l a  corriente sangufnea. 
S l  se considera e l  bufadienblld~r mas sencillo, l a  bufalina (35) y se l o  
compara con col cs tero l  (2). sc pueden observar las d i  ferencias es tructuraler 
entre ambos compuestos: . . 
... 




De el lo,  uno ds 10s pasor t e 6 r i c m n t e  necrsarios para tramformar co- 
1 es terel en buf adi endl idos (en e s k  caso, bu f r l  i na) es 1 a ruptura de la  ca- 
dena 1 ateral he1 at  tero l  puesto qua i s t e  contiene Z7 carbonos, mimtms que 
un bufadlenll ido posee 1610 24 urbonos. Es conocido qur 10s s i t i o s  d s  fa- 
vorecidos de ruptura enrfmltica de l a  cadena la te ra l  son aquil los do& exis- 1 
,w.  2 
:";c.; . I 
- -- : 
. 4 .  -3 
ten ramificaciones, por l o  pue habeg t r e s  rupturas probables de dicha cadena 
,,x.2 
" .? - 
1 ateral , que es tan aval adas pop f as ~Onoci  das transfornaciones de co l  es teml  I I 
. + e, 
en k i d o s  b i  1 iares , pregnanos y ~'ndros tanosS6 respecti vamnte. 
La primera, ruptura entre C-24 y C-25, productora de una cadena 1 ateral  
' . 
de t ip0 dcido b i l i a r ,  conduce a1 .a fusto de carbonos y sdlo harfan f a l t a  
. 
' I idroxi lac iones y deshidrataciones para completar e l  a n i l l o  lactdnico de 10s 
bufadien6l idos. 
C 
La segunda, ruptura entre C-20' y G22, apoyada por e l  conocimiento de 
que 1 os bufadiendl idos de o r i  gen - t a l  provienen de pregnenol ona, conduce 
L C %  
a un 20-ceto-derivado a1 que l e  fa1 tar fan 3 gtomos de carbon0 para formar e l  
. . 
---- - - 
<q$ z F? SqF@ij *
- $9. . ' 1  -'" 
5 
I.,.? 1 . - 
-: 
+ 
- I..*< , 




establ ecidow que el  oxal acetatq,@rla proporcionar 1 os d t m s  de carbon0 
i .I\ 
w; 
-dd, % ;*- 
que l e  fa1 tan a un intennediarh%@m pregnano para constituir la  a-pirona. 
" 2, 
p ,% , 
La tercera, ruptura entre I$@;$ C20, conduce a un derivado tipo andros- 
- - . -  
_ .  ' 
< "  
tano, que necesitarfa toda l a  cadem lateral ,  en este caso el  anil lo a-pirona 
', - 1 
campleto o un radical tipo 2-pentilo para formar el  mencionado ant110 lactb- 
Las experi enci as real i zadas con cal es terol narcado am 14c en e l  c - d 7  
y con col es terol mrcado en e l  ~-243*, demstraron que .el C-20 del ester01 
quedaba formando parte del bufadierdl ido mari nobufagina mie~t ras  que e l  C-24 
Q .  
era eliminado durante l a  formacik &@ bufadienblido, por lo  que l a  h i c a  
'. -hptura posi ble de las t res  mencionadar, que concordarfa con 10s resul tados 
:1 -9ugrados con coles terol ma~cad6~ .- k skgund&, entre C-20 y C-22 conduci en- 
do, cwo ya se senale a un intermediario ti pa pregnano. 
i 
. - Otra de las transformaciones necesarias para obtener bufalina a par t i r  
. -  
',:- - ..< ?;:k -. , ;- - t 
di, coles terol , es 1 a hidrogenacidn estereoespecif ica del doble enlace 5(6), tr ' 
i : 1 para ubicar a1 hidrdgeno en C-5 orientado 8, o sea lograr unidn cis entre 
1 ~ s  anillos A y B. Esta hidrogenacibn godr'ra ser  directa aunque no hay ante- 
-.. , 
4 cedentes, o bien pasando por un Intgmedio A -3-ceto y posterior reducci6n 
can, ocurre con cardendl idosil' y ' C Q ~  lcidos bi  1 faress8, 1 o que se puede ejem- 
r 
p l  i f  icar con d ig i  toxigenina (a y gcido d l  ico W respectivamente: 
< .  
Secuencia biosintgtica 
col esterol 
,. . * 
genina a p a r t i r  de co 1 esterol . 
pregnenol ona 
progesterona k A (  -- . 5g-pregnanolona 
* *At' 
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. : .- 
. . 26-copros tanoico' .i . - 
Otro paso de s.ingular importancia y que no tiene paralelo en otros es- 
teroides de origen animal es l a  hidroxilacibn en el  C-14 con orientacibn 8, 
conducente a una e~tereo~ufmica ob entre 10s anillos C y D. 
A1 gunos es teroi des de ori gen vegetal , por e jemplo 1 os carden61 i dos , tam- 1 
bjh poseen u n  hidroxilo en posici6a; rrl con orientacibn 6. 
. _  
* +. "
Esto es de especial inter&, ye gue es c o n o ~ i d o ~ ~  que la  hidroxilacidn 
de esteroides en dtomos de carbow no vinflogos ocurre por desplazamiento di-  1 
recto de un hidrbgeno con retencidn de configuracih, o sea que el hidroxilo 
entrante asume 1 a es tereoquimi ca del hidrdgeno sal i ente. 
Dado que colesterol @, _ pregnenol 1. ona 43s44 (17) - y progesterona45 
(m ,que poseen el hidrdgeno en posici b 14 con ori entacidn a, se i ncorpo- 
ran a 10s cardendlidos, serfa & ssperar que si l a  hidroxilaci6n ocurriera 
por "el mecanism conocido, se obtuvieran productos con un hidroxilo 140 en 
lugar de 146, com realmente ocurre. 
Para justi f i car este hechoc . - Caspi ,. y ~ e w i s l ~  plantearon dos h i  pdtesis , 
. .  
partiendo de l a  suposici&R t&#$ de que, en un precursor esteroidal 
. , 
con e l  hidrdgeno en p o s i c i h  ocurr lera una hidroxi lac idn normal 
dando un 14a-hi droxi-deri vado 'cual se i nve r t i r f a  a1 coinpuesto 146- 
>; F;L t-.., 
hidroxi  lado. La primera parte da;w:borfa se ve apoyada por e l  aislanien- 
-- , r - $  
t o  de esteroides l4a-hidroxi l  47,48 . 
. . 
... I ; .  
Una de las hip6tesis sup@&@ ,&e l a  secuencia de inversidn se i n i c i a  por 
I ..',.,(< 
> .  
. - 
deshidratacidn del alcohol t e r c i a r i o  para produci r l a  olefina 14(15) (40), 




que por oxidacidn por l a  cara & ,- darf&hgar . ,., f a1 146.15~-ep6xido (41). -
. '. 1 
-.. ,.. 
v;. 
La ex i  s tenci a en l a  Natural eza de bufadiendl idos conteniendo agrupaci o- 
"L),"? . 
- 5 .  . 
nes 146,158-epdxido s i rve  colno anttcedarnte _ .. V para e l  apoyo a esta suposicibn. 
- ._. L 3. . 
. .  . L ,: 
Finalmnte. l a  apertun.reduct i&,del , :-ry,,. ~ 6 x i d o  (a por ataque en e l  
--, \. - 
2 I -  
I - . '<.-dL; *-*', : 
-* 
I carbon9 15 producirfa e l  alcoho!,'f@:l&l . tal 1 . cu r l  l o  u e s t r s  e l  esquwa siguien- 
I : .  
A1 ternativamente, l'a deshidrataci6n del a1 coho1 14u podria dar 1 ugar 
< .  
a l a  olefina 8c14)-, que por oxidacfdn estereoespecifica conduciria a un 86, 
146-epcixido, que por ataque reductivo en el  carbono 8 producirfa el  alcohol 
La segunda hip6tesis de Caspi y lewis" supone qw el proceso de inver- 
sidn de configuracidn del grupo hidroxilo en el carbono 14 puede ser  por ra- 
dicales 1 ibres y no idnico, teniendo en cuenta que la  biosintesis de carde- 
n61 idos ocurre en las  Por influencia de l a  luz solar el 14a- I 
hidroxi-derivado (39) - podria orfginar el radical oxi (43). - Este tip de radi- 
cales se reordena a radicales cetod7 como - 3 -  44 45 y - 46.
.. 
Posterionnente, el cierre del anil lo  podria ocurrir con inversidn de l a  
configuraci6n en el carbon0 14 dando el radical 146-oxi (471 - y finalmente el 
alcohol 148 (42). if. : 
-2. 
Por o t ra  parte, en ninguna $$idas dor hipdtesls l a  hidroxilacibn in ic ia l  
: I - .  '. . 
estd 1 i m i  tada a1 carbono 14, s&:- + puedc ocurr i r  m 10s carbonor 8 6 15 y . 
. I  / 
I -  
. , 
1 uego esos h i  droxi compuestos trmsformarse en un a1 coho1 14$ gor me- 
\ .,' 
canismos sirnilares a 10s propu 
Para probar es tas  hfpbtas3s L rfactmm 7 -  nwnerosos ensayos . 
n 
A perar de que l a  p r o g e r t e m  [a era  precursors de 10s cardenbl l d w  
45s se demostrl que la 14s-hidrortp&starona (g no l o  era4*. Por o t r a  
parte, resul taron buenos ~)~cuI.(IM) 11 1 15 , 1 6 9 ~ ~ ~  1 34 ,148-di hidroxi -51-preg- 
nan-20-ona () y 1 a 1 3~-% 1 a. l&tPI-tri h i  droxi -5@-pregnan-20-ona (a, l o  
cual indicaba que la  hidrox i ladb ,  m el carborn14 ocurrfa con anterioridad 
a l a  formacidn del an i l l o  butenalido. 
Canoni ca y c o l a b o ' ~ a d o ~ s ~ ~  u t i  1 i zando lcido meval hi co dobl entente marca- 
3 do, (3R) 1 (2R) 2-3~-2-14~), con, tambi 8n una inezcl a de  1 158- H I  y 1 4-14c 1 
progestemna (2l) y tambign una mezcla de 115a.158.21 s21.21-3~51 y 14-14c1 
F 
' :i ."*.. . ;,. . ? ' 
pregnenolona (17). en d i s t i n  biosinGticos, demostraron que 10s 
hidrdgenos de carbon0 15 de 1 ursores no intervenfan en e l  mecanism 
. - 
de h i  droxi l a c i h  en el ~arbonir' '$4~ l o  cual descartaba todos 10s intermedia- 
, . 
rios con un doble enlace . e n t n  '&~4. y G!5* 
En cuanto a l a  poslble id-& del hidrdgeno en C-8, l a  literatura 
of rece dos experiencias qua sa '&mtradicen. 
Caspi y colaboradores5' e n ~ t r s m  que adninistrando una mezcla de I@- 
3 ~ 1  colesterol (?l) y I ~ ~ - ' ~ C I  cotas~mlr   plantas. Digitat& -, se obta- 
3 14 nfan cardendlidos radiacttvos en lolg que l a  relacidn de isdtopos H/ C, te- 
nta igual valor que l a  medida para l a  mezc1.a inicial de precursores. 
SegGn este resultado, el ht- en 86 no intervendrfa en 1 a introduc- 
c i b  biol6gica del hidroxilo en 14$. o sea quedarfan elimlnados 10s in te rn -  
diaries con doble enlace entre C-8 $ C-14, cam asf taRlbi6n aqu6llos con In- 
saturacidn 7(8) y 8(9). 
Sin  embargo, Jschasche y K I ~ P ~  admjnis trmron 1 7 - 3 ~ 1  56-pregn-8(14)-en- 
3.20-diona (5lJ. 1 pngneholonr (a y 16-%1 7.8-dehldroprogesterona 
W a plantas D. ~ C Z -  enconjr.ndo quc 10s dos primeros eran precursores 
de d i g i  toxigenina (36) pem no el ajtim,. 
- 
Estos Qltims autores, sobm l a  base de sus rwultados propusieron que 
l a  hidroxi lacidn en C-14 podfa kcurrtr por f o m t i d n  del epdxido @.I48 y 
apertura reducti va del m'i sm . 
* ,/ J* -< 
.* .'+- 
*p .'+ 
Esta hipdtesis resul t a '  porque entre 10s productos de hidrogena- 
cidn c a t a l f t i c a  de l a  a d i n e r i g w a  .:, I. (54) se i d e n t i f i d  a l a  d ih idrodig i tox i -  
* > A .  T. 
53 geni na (55) , con 1 o cual e l  a 1 4 8  epbxido podrfa transformarse reduct i  va- 
mente en un alcohol 14B. 
Con 10s datos existentes hasta e l  momento, no es poslb1,e establecer e l  
mecanisno b ios in tg t ico  de l a  h idroxi lac idn $ en e l  carbon0 14 para 10s car- 
denbi i dos. 
En e l  caso de 10s bufadiedl idos,  todavfa no se han realizado experien- 
cias en ese sentido, per0 s i  caao ocurre con cardenblidos, l as  h idroxi lac io-  
nes y arreglos del sistema te t rac f c l  i c o  t ienen lugar antes de l a  formacidn 
4 
del a n i l  l o  lact6nico (en este caso a-pirona), entonces puede suponerse que 
10s t res pasos necesarios (para e l  ejemplo de l a  bufal ina) son: l a  hidroye- 
nacidn en 58, l a  h idroxi lac i6n en 148 y l a  modificacidn de l a  cadena la tera l  
del colesterol  , per0 en p r i nc i  p io  desconoci4ndose 1 a secuencia con que ocu- 
rren . 
En l a  f i gu ra  7 se plantean l as  pcisibil idades h i  potgticas que conduci r fan 
s 3 
. &l, 
< 8 .  
desde col es te ro l  has t a  un buf adi en61 i do, ten i  endo en cuenta por 1 o antedi cho , 
que las  modificaciones en e l  sistema . te t rac fc l i co  se pmducirfan antes de l a  
4. -- - 
" C. , '  : 
formacidn del a n i l l o  a-pirona y que - , .  l a  ruptura de l a  cadena l a te ra l  de coles- 
* .-: 
L' 
te ro l  ocurre entre C-20 y C-22 exclusivamente. 
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Figura 7: Posi ble esquema biosintetico de colesterol a un bufadi en61 ido 
de origen animal (en este caso, bufalina). 
1 >jkL, f . 
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1 .  'y2#.- 
,,t .+ 
I ., : - Como ya se ha indicado, *sterol y pregnenolona (subrayados en 1 a fi- MJ; - 
I 'e 'G gura 7) marcados en C-20, habfanL- - ensayados en experiencias b ios in tg t i -  
' T.: 
- I I  .(. 
cas con sapos intactos con d isd*  resul  tados, ya que mientras se log& 
1. ? I 
7 ,  
i ncorporacidn posi ti va para e! & l ~ n e r o ~ ~ ~ ,  * - . .  para e l  segundo resul t d  negativa 
En e l  presente trabajo, y tratando de esclarecer e l  mecanismo de biosin- 
tes is  que nos ocupa, se pretendi6 aproximarse estructuralmente a1 product0 
f ina l  y para e l l o  se rea l iz6  l a  s in tes is  de las  sustancias recuadradas en l a  
f igura 7: 36-hidroxi-56-pregnan-20-ona marcada en C-20 con 14c, l a  misma mar- 
, 
cada en C-21 con 14c y 56-colestan-3~-01 marcado en C-21 con 14c y se pro- 
baron sus posibles ro les como precursores de 10s bufadiendl idos de origen 
*, . I ,:. , .*. animal, . , 2' 
. - 
. - 
I En 10s dos primeros casos, se trataba de 20-ceto-pregnanos con estereo- - - 
I quSmi ca entre 1 os ani 110s A y B, marcados en carbonos d i  s t i  ntos de l a  
I . cadena la te ra l .  En e l  o t ro  caso se trataba de coprostanol, que posee cadena -. ' 
. , 
l a te ra l  in tac ta  y corn en 10s casos anteriores t iene estereoquimica cis entre 
I 10s an i l l os  A y B, tambien marcado en l a  cadena la tera l .  . 
Es tos t res  compues tos esteroidal es marcados en 1 os carbonos i ndi cados 
con 14c, no habian sido sintetir&&& hasta e l  momento: 
Como ya se habia indicado un precursor simple como e l  i c i d o  mevalbnico 
resultaba incorporado en e l  colesterol componente del "veneno glandularn, 
pero no existfan pruebas conc mib.re l a  biosfntesis ds de colesterol 
en glfindulas parotof dm. 
Por ello, otro de 10s ob 
. 3. 
perseguidos en el presente trabajo, fue ' 
.. 
I .  
el de establecer el orlgen biod$-k+o~ del, ci tado colcrtcr~l glandular . 
Cm todas l a ~ e x p e r i m d & ~ ~ ~ t 4 m d a s  cmn llawi&s a ubo con aniwles 
Intactos , permaneefa desconocfde at  &I colesterol que se transfomba en bu- 
fadiendlidos en las glhdulas de'la ptel de 10s sapos, era sinbtizado ds no- 
w por las gldndulas III~SRPBS 6 88 f m  en otro lugar y luego era traslocado 
a las gldndul.as, 
3 .  
Para saber si las gl8ndulas w . . as era. o ao capsces de rlntrttzar 
I - colesterol dB WOW. se rea11zar~1 1m.&~clones &I &tzw con isetato 
I :, ;L.*+ . . & s a p s  Bufo are- y 10s re$kltacfos de i ncorporacidn de marcac.i& se am- 
.,. . > 
<h-- ' .  1.  - pararon con aqu6l 10s obtenidos en experf mntos simi lares real f r a c k  con tor- . :. Q't. C 
&r 
- I ,  -. . tes de te j i do 'dc hfgado d. lot ml& SI~OS. 
, <=-- I; .:c 
-- . . 
I Adds ,  en un fntento be W R a r  la probable provisidn de colesterol 
a la  gldndula a traves de lipopref&ms transportadoras, se invatlg6 la  pre- 
I > . .  
sencia de s i  tios de unl&n dc i i d ~ i ~ p r o t e f ~  n las manbrms plisdticas 
glandulans- y la incorporaci&l de h r  1 tpoprotefnar dantro acl tejido glan- 
dul ar . 
C m  tambign se habfa indStcdu (p8g.16). de l a  Inyeccjdn de dcido mva- 
39 
ldnico radiactivo s e  l l awda  Ny-sitosterol" radiac- 
. f l  ,:. *, 
.:jt.- : . 
t iva. Esta mezcla de esteroles,  qh en ccd se comporta como un solo producto, 
contiene col ester01 y otros es con cadena 1 ateral  rami ficada (pdg .2) . 
.r:- 
que son considerados de origen v&eta~. . 
_ -  I 
Era importante conocer s4 :%'-hidiactfvidad estaba presente s61o en e l  
colesterol o tambisn en 10s otros esteroles,  para determinar si 10s sapos 10s 
biosintetizaban b solamente 10s ingerfan con l a  dieta.  
Para e l  l o  se separd el "y-si tosterol" en sus componentes y s e  10s anal j- 
zd para ver cud1 o cudles eyan losr~responsables de l a  radiactividad. 
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1 El esquelsa s i  ntgtico.. .I_ ~ w m i  , nado a obtener un 20-ceto-pregnam mar- T. ' 
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Este esquefna, con peg f4kacf ones ya se habfa utilizadu previa- 
-.,A -' 
- .  kaL 
:,; 3 . 
nente6** 2Scrpara I a gbtonci6n nos a par t i r  de androstanos'. 
t .  ,.a ; . '  I 
--.; > br% 




cada una d e  1 as reaccioncs da $ ~ . . ~ m e l  a, con vlrt&s a ejecutar I as nisms 
' .. ,z 
con otro estemide & prtfda,-s$,$# &nim diferencia c?n cl c ~ l p u e s t o s  es 
5 que estarfa reduci do el doble ea1.1~- a con una estPurcturg de ti&-androstano. 
- 
Adembs , como 1 a marcaci h ir Pea, segfn este &todo, d&i9 introdu- 
cf rse en el  primer paso u t i  llzm& rQanuw, marcado, todos los @as- debfan 
o n t m l a r r e  de ta l  lodo Be &temp , . @I. layor nndf mienti qufmico y radioqufrf- 
I 
co pasibles. I 
. . 
E l  d t o d o  de Porto y 6d.5 mdl  ficacidn &I- da Butenandt y Schmidt- ] 
I ' -  v .  
' 
T & ~ ,  que conrirtfa bbnicmmb*- m el caleritaniento a 80°C de un tubo ce- 
mado en forma & Y invert3da .cO@Wiiando en una ram wa solucidn etan6lica 
dcl esteroide E n b r  ktanuro d. po&tsio, y en la  otra rau lcido aci?tico, lrt- ! 
I 
I 
virtiendose el tub0 para rserctar2 I-. cmponentes antes del' calentmiento, no 
d.Io resultados satisfactor$&, q u e  .se prObd en nuaemsas oportunidades. 
. 
En consecuencia, se enray6 @ t ~ a  ticnica" en l a  que se apregaba el icido 1 
adkico 1enWmnte durante 2 .hs r la ~~olucibn dsl esterotde en etano? y 
el ciatnuro de sodlo s i n  dfsol'uer cfmtenidos en un ball% cerrado con un tafin 
Este f l t imo  dtoda dio pdcticaarente cuanti tativos ut919zands 
; * ,  ,' a 
> 
.. .. ',+,a . 
un exceso de 10 a 1 de ciuwr~@~~,$.arpec20 . . a estamlcb. 
g;;:,. 
Pero como e l  cianuro a utqd& DCs adelante, dabla ser 114cl cianum 
; C, 
' I ,  
de sodio, .pese a1 6ptfmo rend gufmico raspeicto dcl ertoroide. esta re- .: 
. .  
s in considerar las diluciones). 
Por e l  contrario cuando l a  relacibn de 10s reactivos fue 1 a 1 e l  ren- 
dimiento qufmico decreci6 a un 20030% respecto del esteroide. 
Teniendo en cuenta adem&s, l a  d i f i cu l tad  de separar l a  cianhidrina - 57 
I del compuesto carbonf 1 i co - 56 por dtodos cromatogrdf i cos (di cha c i  anhi d r i  na 
I se descomponf a parcialmente perdiendo dci do c i  anhfdri co y regenerando e l  com- 
.A, I :r' . . puesto de part ida cuando se l a  intentaba pur i f icar por .ccd preparativa de 
I a1 k i n a  o s i 1 Scagel ) , se deci d id probar .con otras: re1 aciones de react i  vos . 
I Asf se ensayaion relaciones 5: 1, 2: 1 y 2.5: 1' de cianuro a esteroide. 
verificdndose que esta Sltima conducfa a un rendimiento de aproximadamente 
80% del compuesto - 57 a .part i  r del compues t o  -. 56. 
Puesto que 10s dos rendimientos, e l  qufmico y e l  radioqufmico (en e l  ca- 
so de usar cianuro marcado) estaban en contraposicibn, se consider6 adecuada 
como una solucidn intermedia, l a  relacidn 2,5:1 de cianuro a compuesto car- 
bonfl ico. 
* .' 
Es necesario destacar que aunque esta reaccidn conduce a una mezcla epi- 
d r i c a  en C-17, l a  di f ic t r l tad en l a  siguiente reaccidn de deshi- 
. '-. 
dratacibn, ya que los dos e p f a & ( ~  . .+ . s l ug r r  a1 m i s a  producto 58. 
: 
Se sigui6 en principle if &mica epleac* por Port* y ~m?% es 
decir un calentamlenta en tubo &#%& a lWO& de 1.6 cirnhidr lna 57 disuelta 
en p i r id ina  y con e l  aqregado de w &mhf dratante colso el oxicloruro de f6s- 
foro. Estrw autores desc r lb iem wai mr#tlariento de 50%. mientras que Bute- 
nandt y ~ c h m i d t - ~ d ~ '  describfan 79% para l a  nisma reaccibn. 
Durante 1 a reaccibn (90 minutos ) se observb un progresivo oscurecimien- 
to de l a  mezcla y a1 f ina l i zar  se obtuvo una solucidn de color casi negro. 
E l  producto, aislado en l a  forma habitual por extraccibn, se cromatogra- 
f i b  para obtener e l  compuesto -58, -. pero con un rendimiento no mayor que 50%. 
Estas observaciones motivaron l a  btisqueda de a l g h  ot ro  d t o d o  deshidra- 
tante mts suave o mbs efectivo. 
Teniendo en cuenta que se trataba de un hidroxi lo terciario, se pens6 
que un posible d t o d o  era calentar l a  cianhidrina con anhfdrido acgtico a 
ref lu jo.  En real idad esto condujo a1 compuesto acetilado en C-17 (57a), - no 
producigndose 1 a deshidratacibn buscada. 
Tambien se prob6 e l  uso de cloruro de t i o n i l o  a diferentes temperaturas- 
pero no se obtuvo e l  cmpuesto que se deseaba lograr. 
En consecuencia, para l a  reaccidn de deshidratacibn se u t i l  i zd  e l  meto- 
r't 
'i '. ' 
, 8 
do del o x i c l o ~ r o  de f6sfom y ~ b m l ~ d o .  
" 
_ .  , 
C) Obtencibn de l a  dehidrd&gnenolona (58 - 59). 
Siguiendo l a  misna tecnica conocida250se efectub l a  reaccidn de 
Grignard con bromuro de. caetilmagnesio sobre e l  n i  t r i l o  58. 
La reacci6n es d s  lenta guc con un campuesto carbonfl i co  y debid efec- I 
tuarse con un gran exceso de reactivo organomagn6sico en dter y calentamien- 
t o  a re f l u jo  durante 46 hs. 
E l  compues t o  n i  trogenado intemedio se hidrol  i zd  cal entdndolo en medio 
dcido acgtico para conducir a l a  metilcetona deseada (59) con un rendimiento 
de 57% luego de recr is ta l  izada. 
El  esquema s in t6 t i  r a  esencialmente e l  mismo que e l  re- 
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Es necesario aclarar qire a1 producto buscado (65)- no era conveniente 
s i n t e t i  zarlo por h i  drogenacidn d i  recta de 1 a dehidropregnenol ona - 59, ya que 
56 
es conocido que 10s conrpuestos con hidroxi l o  38 y con dobl e 1 igadura 5(6), 
se reducen preferencialmente originondo productos con wicntacidn a, del h i -  
drdgeno en C-5, es decir estructuras saturadas en las cuales l a  unidn entre 
10s an i l los  A y B es kvme. contrarfamente a1 propdsito deseado. 
Lo mismo habrfa ocurrido de haber intentado obtener 10s caapuestos redu- 
cidos - 60 6 - 61 (con hidrdgeno orientado 58) a p a r t i  r del acetato de androste- 
nolona 56. 
Esta d i f i cu l tad  para obtener 10s esterofdes A/B de con hidroxi lo 38, 
a p a r t l r  de aqudllos con doble ligadura 5(6) se evidencia en parte en e l  dis- 
t i n t o  precio gue tienen estos pruductos en e l  comercio: compuestos CORK) e l  
60 o e l  61 tienen un precio cincuenta veces mayor que e l  colnpuesto 3. 
-
Esto expl ica por qu6 se hizo l a  sfntesis anterior (56- - 57 - - 58 -+ 
!i9J para ensayar y poner a punto las reacciones con un esteroide mcho d s  
barato . 
A d d s  se consider6 que l a  diferencia estructural y conformacional entre 
10s dos compuestos de partida (56y 60) (sistema plano de l a  doble l igadura 
en 56 versus uni6n A/B cis en 60) no presentarfa mayores influencias sobre 
las '  reacciones en e l  ani 110 D o en l a  cadena lateral .  
a) Acetilacidn del alcohol en C-3 (60 --, 61L. 
Se real izd en las con@g#mers habltuales con anhfdrido acetic0 y pi- I 
. , 
ridina, para p r o t q e r  a1 h4d&ki - ,  de 14s condiciones en6rgicas de deshidra- 
tac i  6n posterior. 
b) ObtenciBn. de. l a  cianhidrfna (61 - 62) .- 
La reaccibn.se l levd a cabo con una relacidn 2,5:1 de cianuro de so- 
dio a esteroide en las condiciones ya ensayadas para obtener l a  cianhidrina 
Como e l  cianuro de sodio es poco soluble en e l  solvente de l a  reaccidn 
(etanol ) , Osta comienza en f o r m  heteroggnea. Esto que de por s f  puede dis- 
minuir e l  rendidento de l a  reacci6nS se ve agravado por e l  hecho de que e l  
cianuro marcado necesario para l a  s f  ntesis radi activa posterior, se provee 
dentro de una ampolla de vidrio, como una delgada pelfcula de sblido adheri- 
da a las paredes de l a  ampol la. Para agregar e l  cianuro marcado a1 bal6n de 
reaccibn, se debe entonces cortar l a  ampol la, 1 uego romperla en pequeiios pe- 
dazos y agregar estos trozos de v id r i o  a l  balbn. Esto d i f i c u l t a  l a  agitacidn 
y por ende puede disminuir e l  .rendimiento aQn mbs. 
Para hacer 10s ensayos l o  mbs similares posibles a aqusl en que se de- 
bfa usar e l  c i  anuro marcado, tanto en 1 a obtencidn de 1 a c i  anhidri na 57 cano 
'en l a  de l a  cianhidrina 62, se agregaron a1 baldn unos cuantos trozos de v i -  
d r io  semejantes a 10s que resul tarfan cuando se usara e l  cianuro radiactivo. 
5' ' 
.: 
c) Deshidratacidn de l a  c ihhidrina (62 -- 63) (62 - 62a). 
A1 igual que en l a  sintests anterior, se  tratd de lograr una reaccio'n 
de deshidrataciiin nds suave, con mayor rendimiento y 116s segura (teniendo en 
cuenta a d e ~ s ,  que el calentaraiento en tub0 cerrado implica un riesgo grande, 
cuando se trabaja con productos costosos]. 
Se ensay6 catentar a reflujo con anhfdrido acdtico o con anhidrido aceti- 
co d s  dcido clorhidrico [c) y en &s casos se obtuvo sdlo el  product0 diace- 
tilado en C-3 y C-17 (62a). -.. Con dcido p-toluensulf6nico en lugar de dcido 
clorhfdrico, se  obtuvo una mezcla de varios productos. 
E l  diacetato - 62a se calent6 a 160°C en a l to  vacio, para t r a t a r  de el i m i -  
nar acid0 acgtico, pero sublim6 sin variacidn. 
TambiGn se  intent6 un mWdo u t i l  izado en l a  eliminacidn de hcido ac6ti- 
co de l a  cadena lateral de cortlcoidesS7 
que colYsiste en el calentamiento del esteroide con acetato de potasio en N,N- 
dimetil formamida , per0 10s resul tados fueron negativos . 
Otro reactivo usado fue el tribromuro de f6sforo sobre el compuesto -¶ 62 
pgeo ss obtwieron W ~ Q S  I 
. .  J 
En consecuenc t a  i a  vof YW lizar, la deshidn"atacli6n con oxicloruro 
t 
@as pero varf ando la teraperatura, e l  
ti- de calentaraienta y la f3~M4hd & F W ~ ~ V O ~  
. . 
- a  
-y auww .el producto se oscurecfa 
I 




burado - 63 alaentd (60%) #A$ a1 &WO ut4 1 izado para obtener a1 
I 
~ u e s t o  ss, (sox). , 3 
I df Obtencfdn da la .rtfl~&Wj& .f$9.-62). 
I La raaccidn Q G t - l g n u ? d b t w d s  Mbre el n l t r l l o  - 63 dio buen ren- 
I 
I 1 . . d?mieng. de product0 6( (80%) tit@ con bmwm cm con in&adum tie istiltnag- 
(L 
. - 4 5 ) .  . 
La h i  drogenacidn catal f t i ca  del product0 - 64 deber f a ocurri  r preferen- 
cialmente por l a  cara a del esteroide debido a l a  interferencia est f r ica que 
produce e l  meti l o  angular en C-18. Es asf que e l  producto deberta tener l a  1 
.. 
cadena en C-17 orientada $, catno 10s pregnanos naturales . 
La reacci dn de h i  drogenacibn con pal adio sobre carbdn condu j o  efect i  va- 
mente a un solo compuesto, 1 a 30-hidroxi -5s-pregnan-20-ona (65). -






Nuevamente, e l  e s q u a  fue e l  mismo, sdlo que se u t i l i z e  cianuro de 
potasio radiactivb en lugar de cianuro de sodio, por disponer en ese momento 
de l a  sal potbsi ca. AdemGs, en el paso 67 - 68 se u t i  1 i zd ioduro de meti 1 - 
magnesio en lugar del correspondiente bromuro, por mayor simplicidad en e l  
manejo (el bromum de met i lo  es un vapor a temperatura ambiente, mientras que 
e l  ioduro de met i lo  es un 1Pquido). 
De todas maneras, se ensayaron previamente ambas reformas para comprobar 
que no se variaban 10s rendimientos. 
54 Convtene indicar  que Butenandt y Schmidt-Tom6 habfan i n f o m d o  que l a  
reaccidn de Grignard no era sat is fac tor fa  cuando usaban ioduro de metilmagne- 
sio, 
u t i l  
pero las  pruebas realizadas en este trabajo establecieron que podfan 
i zarse ambos reac t i  vos s f  n modi f i caci ones en e l  rendimi ento. 
En l a  primera reaccibn, considerando l a  relacibn 2,5:1 de cianuro a es- 
teroide, se u t i l  izaron 100 mg de eianuro de potasio para 200 mg de compuesto 
61. Esto implic6 una gran d i luc idn  de l a  act iv idad especffica del cianuro ra- 
-
diact ivo  (1,06 mg de act. esp. 61,l mCi/mnol ) puesto que a1 react ivo marcado 
se l e  agregaron 99 mg de cianuro de potasio no marcado. Esto se h izo necesa- 
r i o  para poder t rabajar  con una inasa adecuada de esteroide y lograr  e l  pro- 
ducto f i n a l  (69) suficientemente puro. 
La mezcla de cianhidrinas epia6ricas - 66 con act iv idad especffica 0,65 
mCi/mmol se t r a t d  en l a  forma ya mencionada en l a  sfntesis anterior, con oxi- 
cloruro de fdsforo en p i r i d i na  a 150°C durante 30 minutos y e l  product0 ais- 
lado (65) - luego de pur i f ' i cac i6  por cromatograffa tenfa una act iv ldad espe- 
c f f i ca  de 0,66 mCi/mnol . Este cmpuesto por reaccidn con ioduro de metilmag- 
nesio produjo l a  metilcetona - 68 con act iv idad especffica 0,66 mCi/mnol, que 
. -.$-  
por hidrogenacidn catal f t ica  a] . pmducto buscado 69 con actividad 
-+ , 
especff ica 0,65 mCi /mmol. 
Por todo l o  expuesto anter iomnte ,  e l  paro 1 lmitante en el  rendiniento 
radioqufmico fue el primem, pero al- de menor wndlmlento qufalco fue l a  re- 
accidn de Grlgnard (70% aproximadsolente) y el  rendimiento quMc0 total re- 
sultd 58%. 
* < 
A part i r  de 1 mCi de cianuro nqwcado utilizado se  obtuvo un pendimiento 
radioqufmico estimado en 23%. Con referencia a este  data hay que tener en 
cuenta que ya en el primer paso se debla obtener un m8xim estadtstico de W ,  
y se  recalca esto porque no puede spberse si el  cianuro aarcado, que habla 
quedado adherido a 10s trozos de vidrio de l a  ampolla, reacciond con l a  mis- 
ma velocidad que el no marcado. 
, . 
A.4) SINTESIS DE COLESTA-5.20(22)E-Dl EN-38-OL (m. 
La sfntesis que se esquemtlza a contlnuacidn, fue disenada para 
introducir marcacidn isotbpica en e l  C-21 de un estemide con esqueleto t ipo 




Coma ocurri  6 con 1 a s fn  tes f c -& 1 a 38- h i  droxi pregna-5,16-di en-20-ona 
i . '  t . . a '. 
' -  -, (3, l a  presente secuencia de reacctones s i r v i6  para ensqyar las mejores 
1 condiciones, con e l  objeto de:$&@ifzar -+- e l  mismo t ipo  de canpuestos pew sa- 
turados con hidrbgeno 58 en lugar: - c *  Y 1. , doble ligadura a5; 
. , 
: ,  : 4 '.- 
Bdsicamente e l  esquema consiste en degradar l a  cadena de un pregnano a 
un dcido et idnico con l a  concaaiba&e @liminacibn del metilo C-21, volver a 
. . 
s in te t i  zar e l  pregnano de partTthfaiediante .la i ntroducci bn del grupo o r ig i  - 
nalmente e l  iminado (con l a  id& 'de que este carbon0 portara una marcacih 
isotbpica) y luego e l  ongar l a  cadena la te ra l  a un colestano. 
' h  :* 
* I .  
a) Reacci bn de acetoxl 1 ac& en C-21 (15 -30). 
Se siguib una t lcn ica mpleada en l a  acetoxilaci6n en C-21 de 20-ceto- 
58 pregnanos con tetraacetato Be plono en benceno y metanol en presencia de 
t r i f luoruro  de bow. 
La reaccidn resul t d  d s  ef tc iente cuando e l  h idroxi lo en C-3 estaba pro- 
. . 
tegido corn acetato, por eso se u t f l i z 6  acetato de pregnenolona (m caw, re- 
active de partida. 
b) Reaccidn de desacetilacibn (70 - 71). 
Una vez funcionalizado e l  C-21 se procedid a desacetilar mediante una 
I . 4 "  transes t e r i  f icacidn con etanol en lnedio bcido. Esta reaccibn es equi val ente 
I a una hidrdl  i s i s  dcida (para l a  parte al.coh8l ica del Qter)  y se l a  p re f i r i 6  
I antes que una saponificaci6n para ev i tar  un medio alcal ino capaz de producir 
isomerizacidn en C-17 (a travds de l a  enolizacidn del grupo carbonilo de C- 
c) Preparacidn del dcido etidnico (71 + 72). 
La ruptura del cetol proveniente de l a  reaccidn de desacetilaci6n se 
real i zd  con periodato de sodio en metanol-agua, segen una tecnica ya descrip- 
41 t a  para ot ro  esteroide . 
d) Aceti 1 acidn del alcohol en C-3 (72 - 73i (72 - 72a). 
Esta reaccibn, de aparienci a muy senci 11 a (simp1 e tratamiento con 
anhfdrido acetic0 en piridina), se complicd debido a que e l  anhrdrido acetic0 
reaccionaba formando, a d d s  del esperado . acetato en C-3; un anhfdrido m i  xto 
con e l  dcido carboxflico en C-17 (72a). - Adembs, este anhfdrido res i s t i d  las 
condiciones de hidrdl  i s i s  suave con p i r id ina acuosa a 9 0 0 ~ ~ ~  s i n  modificarse. I 
Cuando se u t i l  izaron relaciones variables anhfdrido acttico: piridina, 
pero siempre menores que en l a  waccidn previa, se observe una mezcla de pro- 
ductos y en algunos casos tambiLn material de partida. 
E l  mismo resul tad0 insat isfactor io se obtuvo con mezclns de anhfdrido 
ac6tic0, p i r id ina  y dcido ac&ico. 
Finalmente, el. mstodo m8is efectfvo. fue un calentamiento a ref lu jo con 
dcjdo acgtico durante 72 hs, que condujo a1 pmducto buscado a s in  f o m -  
clbn del subproducto 
e). Preparacibn del cloruro de dcido (73 4 4 ) .  
61 A1 igual que otros haluros de bcidos, e l  cloruro de oxa l i lo  reac- 
ciona con dcidos carboxflicos para producir 10s correspondientes cloruros de 
bci dos . 
En este caso, se suspendid e l  Scldo etidnico 73 en benceno y se agreg6 
cloruro de oxal i lo, obteni6ndose fdcilmente e l  producto - 74 que se .u t i l i ze  
s in  purificaci6n para e l  prdximo paso. 
I f) Obtencidn de l a  metilcetona a p a r t i r  del cloruro de dcido (74 --, 75). 1 
I 
Indudablemente, Gste era e l  paso clave de l a  sintesis, fundamental- 
mente porque se trataba de aquCl en e l  cual se procederfa a l a  introduccien 
-- 
. ,*. de l a  marca isotdpica en C-21. i . 
E l  compuesto - 75 (acetato de pmgnenolona) ya se habfa sintetizado marca- 
do en e l  C-21 con 14c, u t i l  izando 1 l4c1 dinetilcadmio, con e l  dato inportante 
14 de haber ut i l izado cantidades equimleculares de 1 CI ioduro de met i lo y de 
62 
clomrro del hcido etianico corwspondiente . 
E l  inconveniente en u t i  1 i zar  dicha t6cnica..era l a  lnasa de reactivos in- 
\ 
vol ucrada : aproximadamente 5 mmol es de cada reactivo. 
En l a  sfntesis que se deseaba rea l izar  las cantidades a u t i l i z a r  eran 
diez veces menores, dado que en. 10s estudios biosintdticos siempre es desea- 
ble usar productos con e l  evada actividad especf f ica. 
Por esta circunstancia, en pr incipio .se dejd de lado e l  mgtodo con di-  
metilcadmio y se buscaron otros procedimientos para l levar  a cab0 l a  reaccibn 
en condi c i  ones mgs adecuadas . 
Para l a  obtencidn de cetonas a p a r t i r  de dcidos es conocida l a  reaccidn 
63 
del Scido o su sal de l i t i o  con cmpuestos a lqu i l  l f t i c o s  . De proceder por 
este mgtodo, se consumirfa met i l  l i t i o  en exceso debido a su reaccidn con e l  
grupo acetato en C-3. En todo caso se podfa disefiar l a  sfntesis en forma di-  
ferente, protegi endo e l  h idrox i l  o en C-3 coma der i  vado tetrahidropiranfl  i co 
., 
o usando otro protector no atacable por e l  organolftico, per0 igualmente eso 
no garantizaba e l  Exito de l a  reaccidn en condiciones 1:l  de Scido a meti l  
l i t i o .  
TambiSn son conocidas las reacciones de haluros de acid0 con compuestos 
64 
organmetdl i cos de magnesio, cinc y cadmio conducentes a cetonas . 
. F - -  
- , '  
- \ ,  :-: z 6S,66 
En pub1 i caci ones mts reci en tes , Cahi ez y col aboradores 
n - 1.- . . 
mos traron 
- t , , . l <  . 
f- . 
- 
la utilidad de reactivos organmanganesianos en l a  sfntesis de cetonas a par- 
., . --,. 
I 
--. ..'. . 
I . 1  
. ?;-' 
t i r  de haluros de dcidos, e inclusive l o  aplicaron a1 campo de 10s esteroi- I 
'I 
6 7 des . 
Seglin estos autores , la .reaccibn de 10s ioduros de alqui lmanganeso con 
cloruros de dci dos carboxf 1 i cos no con jugados conduce a 1 as correspondi entes 
cetonas con buenos rendimientos , en general mejores que las reacciones basa- 
i 
das en otros metales como cadmio, cinc, aluminio o mercurio. Estos rendimien- 
Y .  
- .  ;, ' 
tos son comparabl es a aqugl 1 os obtenidos con reactivos organoc6pricos , con 
las ventajas siguientes para 10s organomanganesianos: a)  l a  relaci6n 1:l de 
monoal q u i  lmanganes i ano (RMnT ) a sustrato produce apwximadamente el m i  smo re- 
sultado que el derivado dialquilcdprico (R2CuLi) cuando este estb en una re- 
lacidn entre 3:1 y 6: l  con el sustra_f;o y b )  el reactivo ioduro de alquilman- 
ganeso es estable a temperatura ambi-ente. Adembs, en comparacidn con 10s com- 
. . 
puestos a1 qui 1 1 i t i  cos o magn6sico5, , 1 os ioduros de alqui lmanganeso son mas 
<- 
selectivos y la mol6cula de sustra-to puede tener grupos forroxi, acetoxi o 





Con estos antecedentes, se procedid a ensayar la reaccidn con 10s com- 
puestos de manganeso, ya que seg5n todos 10s datos el cloruro de dcido 74 
gue reaccionar in01 a ml con e l  i odum de .mt1lmn9aneso- . 
-,**w. - , ' . - _  
."_."ai A :  , 
Primero se sintet izd ioduro man%anoso, por reacci8n de iodo con man@- 
' .;,&. 
68 -. , - ?-a r , . % -  
neso en 6ter anhidro -. .', 
. r '$ fJ$ .  . ._ ..,. 
. 
I C .. 1 2 * M n  . 
M3MI RCOcl . RCOCH3 
I CHBI + Mg 6ter , 
1 I Por reaccidn del ioduro manganoso con un equivalente de compuesto de 
% 
I Grignard (reaccibn de i n te rcab io  de metal) en Bter anhidro a baja tempera- 
&a (-20°C) se obtuvo una suspensih m r i l l a  de iodum de mtilmanganeso. 
. A esta suspensidn se l e  agregd una spl u c i C  benceni ca del cloruro de 
I 
- E l  resul tad0 de l a  reaccidn no fue e l  esperado, ya que se obtuvo my 
, -  L 
. , 
:*; : ' U r n  convers i t  en e l  conpuesto 12. Se repi  t i 6  varias veces aunentando 10s I . <  
tlempos de reacci b , s in  observar vari  aciones apreci abl es . 
Dados estos fa l l idos intentos, se decidid apelar a l a  mencionada reac- 
. A 
. I. 
'&hi con dimeti 1 cadmio pero introduci endo 1 as modif i caciones mas apropi adas 
obtener un producto con l a  mayor actividad especffica posible. 
La actlvidad especffica del 1 14tl ioduro de metilo comenial estaba fi- 
jada, de mod0 que se debfa t ra ta r  de d i l u i r l o  l o  menos posible, o sea eapJe- 
ar l a  cantidad equivalente del cloruro de hcido a l a  masa de ioduro de meti- 
l o  marcado. Dicho compuesto radiactivo tenia una actividad especifica de 58 
b 
m C i / m l  y una actividad to ta l  de 1 mCi, de donde se dedujo que tenia una 
--+-..I ,. 
I 
.* * .  f -.. I 
mass de 2.45 mg (0,017 moles) &@&damn 1.  : de 1.07 rl. Eo dcciv pur, para 
./I 7 
. 1 ,* 
no d i l u i r  el  ioduro de metilo ,ajl tzarse 0,017 mtmles Be cloruro de 
8 , - .  
I .  
8cido - 74 (6,4 mg). Con tan porn' A ,  ' ib mteroidc en wr r trki6n cap1 icada' 
5- : . 
, k '  . 
den hacer vari ar enon*mnte el mi&S&.~to da 1 a *sacctdn o tqxdIfia total - 
' ?  
mente. A d d s ,  habfa que contfrwrar h e p -  cm otras reacciones sobre el pro- 
ducto obtenido. 
De modo que se tom6 una soluci6n .intermedia: intentar l a  reacci6n con 
0,5 moles de cada reactivo. Para e l lo  fue necesario adaptar el diseRo expe- 
rimental a1 recipiente especfffco en el  que se  provera comercialmente el  50- 
duro de metilo radiactivo. E l  detalle de esta operacidn se prcsenta en l a  
parte experimental (pdg . 166). 
I De esta manera se  sintetizd el ioduro de metilmagnesio a partir  de 0,s 
' moles (aproximadamente 33 111) de ioduro de metilo anhidro con un exceso de 
magnesio en 6ter anhidro, luego se l e  agregd cloruro de cadmio anhidro en ex- 
ceso para formar el dimetilcadmio y a esta suspensi.6n se l e  adiciond el clo- 
wro de dcido 74 (0,5 moles) en benceno. Se obtuvo el  producto 75 con un 
mndimiento de 40% 1 uego de pur i  f i caci6n cromatogrbf ica. 
- 
g) Elonqacidn de la cadena lateral del pregnano (75 -76). 
Hay varios miitodos posibles para obtener una cadena lateral  de coles- 
68 
tan0 a par t i r  de un derivado tipo pregnano , entre ellos una reaccidn de 
Grignard sobre el carbonilo en C-20 o una reaccidn de Wlt t ig  sobre el mismo 
carboni 1 o . 
En este caso se sigui6 el primer camlno en f o m  similar a1 m6todo em- 
28 pleado por Porto y Gros . 
70 Se sintetizb el bromro de i sohu i lo  a partir  de isohexanol . luego se 
prepard el bromuro de isohexilmagnesio por el d todo  habitual y a esta solu- 
cidn etgrea en exceso se l e  inyectd una solucidn benclnica de acetato de 
pregnenolona (75). -
Se obtuvo una mezcla de productos y por separacib cromatogr6fica se 
aisld el product0 deshidratado en C-20, cuyo espectro de RMNWN-~~C indicd que 
era fundamentalmente insaturado en 20(22) con estereoqufmica E. 
A. 5)  SINTES IS DE 58-COLESTAN-38-OL 0. 
.- '1 F* ?:' 
- 
. - *. . 
OOH 
AdlH, A C 1 2 ( W 2  
____L _111_) 
H Ac 81 
: A partir  del 20-ceto-~re~nanb , . era necesario s intet i rar  el cloruro 
de lcido - 82 para u t i  1 i zarlo luego en l a  obtencih de 10s productos t marcados 
. . 
isotdpicamente en C-21. Los compuestos 77, y 84 que se obtendrran a par- 
t ir  de dicho cloruro de icido, servirfan de Bltinm ensayo para asegurar las 
.- -1.' 
condiciones para l a  sfntesis radiactiva. 
En real i dad, para 10s estudios biosi nteti cos luego desarrollados , se po- 
dfa u t i l  izar tambi6n un conywesto marcado en el C-20 en lugar del C-21. Por 
: '. 
. . 
el inconveniente de tener que 
* 
con capustor r rd i rc t lvos  desde el . 
primer paso, d e s k  1 14cl cl a n u c o - ~ ~ g o t u l o , ,  con l a  a~nsfguiente disminuc l l  
. & 
del rendimi ento radioqufmico. 
En cambio, en l a  s i n t e s i s  diseflada, l a  introducci6n de Id marcacidn iso- 
tdpica se rea l i za r i a  en 10s ti1 timos pasos. A d d s ,  l a  marcacidn en C-21, fa- 
c i l i t a r i a  l a  ta rea  degradativa de un posible bufadiendlido radiactivo si el 
producto i nocul ado (marcado en C-21) resul t a r a  precursor' de 10s bufadienbl i- 
dos de origen animal. 
Otra rnanera de obtener l a  mar-cldn isot6plca en C-21, habrfa s ido me- 
dian& l a  misma reaccidn de Grignard realizada sobre el n i t r i l o  conjugado 
(ver pbg. 45) per0 u t i l  izando ioduro de metilmagnesio radiactivo. En dicha 
reaccidn (63-64) o can .el esterai.de. ya  marcado en G.20 (67- 68, pbg. 50) 
se usaba un gran exceso de halurb de metilo (tnbs de 100 a 1 con respecto a1 
esteroide) logrdndose rendimientos sat isfactorios.  Pero sf l a  marcacidn iso- 
tdpica debia provenir del haluro de metilo, no s e  podia usar t a l  exceso pues 
l a  dilucidn conduciria a productos no f t i l e s  para estudios biosint6ticos. 
Se ensayaron relaciones de reactivos de hasta 10 a 1 de ioduro de metilo 
a n i t r i l o  esteroidal s i n  obtener buenos resultados, por l o  que se descartd 
l a  idea y se dise'i6 l a  s in tes i s  con el cloruro de bcido. 
a) Proteccidn de1 hidroxf lo .en C-3 (65 -77). 
Se real i zb por aceti  lacfdn en las. condiciones habi tuales con anhidri- 
do acstico y piridina. 
Se funcionalize l a  metilcetona por acetoxilacidn en e l  metilo, con 
tetraacetato de plomo, con l a  misma tgcnica empleada para obtener e l  compues- 
to  - 70 en l a  sfntesis previa. 
Preparaci6n del a-cetol por h i d d l  i s i s  
Nuevamente se real i ti5 la  reaccidn de transes t e r i f  icacidn con etanol 
en medio f cido, que condujo a1 a-cetal - 79 (ver pag . 53). 
d) Ruptura del a-cetol con formacibn del Acldo etianlco wrrespondiente 
(79 - 801. 
De l a  misma manera que en l a  sfntesis precedente, l a  reaccidn del 
cetol con periodato de sodio produjo l a  pgrdida del C-21, dando lugar a l a  
formacidn del dcido 80. 
e) Proteccidn del h idroxi lo en C-3 del dcido etignico (80---81). 
Como ocurrid en l a  sfntesis anterior, se acet i ld e l  h idroxi lo en C-3 
tratando e l  compuesto 80 con dcido acetic0 a ref lu jo,  para permit ir  l a  sub- 
siguiente preparad dn del cloruro de i c i  do. 
f )  Preparacidn del cloruro de Scido (81 - 82). 
Se s i gui 6 1 a m i  sma tecni ca empl eada anteriornente u t i  1 i tando c l  oruro 
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de oxalilo. E l  producto aislqdo, $In purificacidn previa se uti l izd para el 
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g)  Reacci6n del cloruro de Bcldo con dimetilcadmio (82- 77). 
Manteniendo l a  relacien 1: 1 de ioduro de- meti lo. .a.--C;lwuro de dcido, 
se prepar6 primer0 el ioduro de metilmagnesio, luego el  d i ~ l l c a d m i o  por 
agregado a1 reactivo de Grignard de cloruro de cadmio y finajmen* ,. 
. la  meti l- 
cetona - 77 en un rendimiento aproxiqatdo de 40% luego de purificar el product0 
par cromatograf Ta. 1 - i  
. . 
. ._.- 
En l a  fomacidn del i0dur0 d9 ~ljetilmagnes~o, se ensaye agregar a todo 
el magnesio en eter sdlo una parte del ioduro de metilo; 1ueg.o de  iniciada *. - 
l a  reaccidn y consumido parte daj mgnesio se congeld el medio de reaccidn 
' . .) B 
. utilizando aire liquido, luego 9% @yectb el ws to  de foduro de metilo, se 
. de jb  11 egar a temperatura ambi e n 6  & se  veri f i cd que 1 a reacci dn conti nuaba 
sin inconvenientes. Esta varfants-:-&? realizd como una medida de seguridad 
. para cuando la  reaccidn se llevsm a cabo con ioduro de metilo radiactivo: 
. . 
- 4  lo  reaccibn-de formaci6a delix$Qdyt% de metilmagnesio no se  iniciara co- 
rrectamente, entonces no se abrirfq la  mpolla conteniendo e l  ioduro de me- 
. .< 
- .  
t i l o  marcado y podf a repetirse la- w n i c a  sin malgastar el compuesto radiac- 
m 
tivo n i  el cloruro de dcido esterojdal, Esta se  hizo ssf porque la experien- 
I> . 
cla mostr6 que l a  reaccibn total, .it wnrtdo fallaba y que e l  paso mhs delicado 
a< 
consistia en la formacidn del r ~ g ~ i v o  . d t  de Grignard en pequeiia. cantidad. 
% - -  
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La fundamentacidn del congelamiento intermedio que se real  izaba, es t r i -  
- 
ba en que cuando se real izara l a  m c c i 8 n .  con e l  haluro de metilo marcado, 
habrfa que transvasar este de 1 a ampol la, en. I a cual se 1 o provee, a1 tubo 
. 
de reaccidn y este transvase se real izarfa por diferencia de presidn de va- 
por entre ambas partes, ya que e l  Bbo estarfa a aproximdzunente -180°C y 
l a  ampolla se calentarfa con una micro1 lama. 
h) Elongacidn de .la cadena la tera l  (77 - 83). 
C m  en l a  sfntesis preccdente 1 a r e a c c i h  de l a  mettlcetona 77 con 
branvro de isohexilmagnesio en exceso; produjo una naezcla de productos sien- 
do 10s wds importantes dos de e l los  (10s menos polares segGn ccd). Se sepa- 
raron por cromatografla. El  mas polar de 10s dos se convir t id en e l  otro cuan- I 
do se l o  sometid a un calentamiento con etanol en medio dcido y el producto 
f inal  formado result6 ser e l  conapuesto buscado 83 fundamentalmente con este- 
reoqufmica E en e l  doble enlace de l a  cadena la tera l  segan se estableci6 por 
13 RHN- C. Es decir, que e l  medio dcido a re f l u jo  habfa deshidratado e l  alco- 
I 
hol te rc ia r io  fonnado en C-20 cano consecuencia de l a  reaccidn de Grignard. 
Esto implicaba una mejora considerable respecto a otro &todo u t i l  izado : 
anterionnenteea en el cual e l  alcohol secundarlo en C-3 se protegfa por ace- 
t i lacibn, se deshidrataba e l  alcohol terc iar io  en C-20 dando una doble l iga-  
dura 20(22) en condiciones en4rgicas con oxicloruro de f6sforo en p i r id ina y 
luego se hidrol  izaba para 1 iberar e l  h idroxi lo en C-3. 
i ) Hidrogenacibn catal f t i c a  .de l a  doble 1-igadura (83 --, 84). 
La hidrogenacidn con pal a sobre carbbn, condu j o  cuanti tativamente 
a l a  mezcla epimQrica en C-20 (20-R y 2 0 4 )  que no se intent6 separar. 
. . 
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A.6) SINTESIS DE 1 2l-l4c1 38-HIDROXI-S$-PREGNAN-20-OWA (86) Y DE 
Como ya se expl icd en la sfntesis anterior, se parti6 del cloruro 
de dcido - 82.
U t i l  i zando 1 a tgcnica del dimetilcadmio radiacti  vo, con las precau- 
clones mencionadas en l a  precedrnte slntesis (no radiactiva) y en l a  parte 
experiment~l, r e  obtuvo e l  compvrrto buscado - 85 con un rendimiento aproxipa- 
do de 40% y una actividad erpacffica de 1.42 & 1 / ~ 1 .  
b) Hidrd l is is  del acetato m C-3 (85 -06). 
Nuevamentc por una reacci6n da transesterif icaci6n con etanol o una 
etandlfsis se obtuvo uno de 10s productor f inales necesarios para 10s estu- 
dlos .biosi ntCticos, e l  colnpuesto - 06, con una actlvidad especffica de 1.46 
mCi/nmol. 
;, I( 7 La preparacldn de esta producto E, malureado con 14c en e l  C-21, se puede 
I conparor con l a  s fntesi s del m i m  esterolde marcado con e l  mism isdtopo 
radiactivo en C-20 (69). I ; 4 
I En ambos casos se par t id  dr  1 mCi de precursor con actlvidades especffi- 
I cas muy sirnilares (act. esp. del 14CN~ = 61 mCi/nmol; act. esp. del 1 4 ~ ~ 3 ~  = 
I 58 m C i / m l )  pero l o r  pmductor obtenidos di f ieren mucho en actividad especf- 
fica: e l  qua estaba marcado en C-20 (69) tenfa una actividad especffica de I .rc 
0.65 mCi/mmol mientras gue e l  c a p w s t o  5, marcado en C-21, tuvo lpds del do- 
I ble de esa cantidad, seglin se mnciond arriba. 
I c) E l  onpaci bn de 1 a cadenr l r t e r ~ l  (85 - 81) 
I Tal como se real i zd  en l a  sfntesis con cornpwestos no. radlactlvos, se 
3. , 
l l evb  a cab0 una reaccjbn' de G r l g n d  . % con b m r 0  de isohexi'lmagnesio, per0 
. . >  
a diferencia de l a  sfntesls ant*# el product0 crudo de reaccidn se ca- 
lent6 con etanol-lcido sul f i i r ico gibb deshidratar e l  cmponenb de l a  mezcla 
I 
que mantenfa una funcidn a l c o h 6 l i ~  te r r fa r i s  en C-20. 
E l  product0 insaturndo 87 obtenldo luego de puriffcacibn por c m t o g r a -  
f ia, tenva uaa actividad especffica de 1,47 mCi/mol. 
d) Obtenci6n del coprostanol radiactivo (87 - 88). 
Por hjdrogenacidn catal t t i c a  de la doble 1 igadura se obtuvo una mez- 
c l  a de epfmeros en C-20, que no se separb, con una activldad especffica de 
B . l )  INOCULACION DE TRAZADORES, RADIACTIVOS A ANIMALES 'INTACTOS 
Las investigaciones se l levaron a cabo con sapos &fo p t m m m h  
o con s a p s  &fo are-, segfin e l  t i po  de experiencia que se intentaba re- 
a l  i za r  . 
Los animales fueron mantenidos durante 10s periodos de . . l as  experiencias 
(basta cuatro meses) con una alimentacidn forzada cada dos searanas y con su- 
f i c i  ente agua . 
En todos 10s casos en que se u t i l i za ron  animales intactor', 6stos fuemn 
inyectados subcutdneamente en l a  regidn Inguinal que es una zona de mucha 
i r r igac idn  sanguinea. 
Las inoculaciones se real izaron durante 10s meses de primavera a verano, 
en 10s cuales 10s sapos estsn metab61 icamente activos. 
A diferentes lapsos desde l a  inoculacidn de 10s trazadores, se obtuvo 
e l  veneno de cada s a p  vaciando las  glbndulas parotoides y l a s  t i b i a l e s  (es- 
tas. i i l t imas presentes solamente en e l  caso de 10s sapos Bufo p c z m a m h )  por 
presidn manual de las rnismas y-recogiendo l a  secrecidn sobre una placa de 
v idr io.  E l  veneno as i  extraido se dejd secar a1 a i re  durante un dfa, exten- 
dido sobre l a  placa de v i d r i o  adquiriendo una consistencia "vidriosau. Se 
r.. d. x 7A+.,- . 
--,-.: r* 
rasp6 de dicha placa el veneno' kg, se  ml i6 cuidadosamente (contiene com- 
ponentes que producen reacciones albrgicas por inhalacidn del polvil lo) con 
P,+fi> :p >. ., . 
arena en un mortero y el total se extrajo en un extractor semicontinuo de 
. . 
tipo Soxhl e t  con sol ventes apropi;idr. 
L q > J . : .  
#I.*., 
En cada caso se midi6 la activfdad especifica del veneno seco y del ex- 
-tract0 obtenido por sol ventes . 
En 10s casos en que el extracto result6 radiactivo, se realfzii una cro- 
matograffa (en colmna o en placa preparativa) para separar l a  fraccidn de 
esteroles y 10s principales bufadien6lidos. 
En las  oportunidades en que la-fracci6n esteroidal contenia radiactivi- 
dad, por lo  general cuando en l a  experiencia se  habia utilizado.un conocido -- 
. - .  
t 
. .. - 
precursor de col esterol (caso del icido meval 6nico) , se sacriftc6 uno de 1 os 
animles para medi'r la  radiactivtdad del colesteml que se extra,fa del hfga- 
do .y vesicula bil iar. 
De 1 a inanera i n d i  cada se  inocularon 1 os siguientes trazadores radiac- 
tivos: 
c.L 11,2-'~l COI esterol (ZJ 
Los dos primeros compuestos~~adiactivos - 
_ 
se inyectaron en s a p s  Bufo 
- C*/ 
m, mientras que 10s trcs Gltims se inyectaron en sapos B U ~ O  amma- 
 no^. En cada caso, 10s ensayos realizados con una misma especie de sapo, se 
efectuaron separadamente pero en form paralela. 
Cmo ya se indicd Cver pbg . 171, el colesterol es un preprsor de bufa- 
dien6l idos, de manera y e  l a  inoculaci6n de col ester01 . t r i t iado se efectu6 
corn un control de incorporacidn para 10s dmBs trazadows radiactivos. 
Los resultados d e  estas experiencias se presentan en el siguiente capf- 
tulo. 
En el caso del veneno proventente de s a p s  Bufo pcaumd8 que habian 
sido inowlados con Icido 1 z-'~c mevalbnico y luego de la  raparacih cnua-  
togrdfica de l a  fraccidn de estwoles y de l a  de bufadiendlidos, se procedid 
a la separacidn individual de 10s componentes de l a  fraccidn denominada "y- 
si tosteroln.  C a w  ya se indicb, 6sta es una wzcl a de colesterot (3. cam- 
pester01 ( .  , estigtnasterol @J y sitosterol (9. Esta fracciGn, que en ccd 
de adsorci6n o en cromatografia en columna se presenta coma horsog6nea, se 
puede resolver en sus componentes por cromatografia gaseosa analftica o por 
cromatograf ia 1 iquida de a1 ta  presi6n. 
En un primer intento, la  fracci6n "y-sitosterol', que era . .  radiactiva. . 
se tratd de separar en sus ~cmponentes por cromatografia gaseosa preparativa, 
. . 
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duales sin contaminacidn. Se degi&#b:ambiar de tgcnica y ut i l tzar  cromato- 
,% 
' % 
> r *  ,: I 
grafia 1 i ~ u i d a  de a l ta  presi6n. m i m e  esta tecnica se lograron separar 
.'.,?- 
: j =  , ,  - , 
lor es terol es componentes del i;l*ritorteml " . Dichos esteml es se anal iraron 
por cromatografia gaseosa para verificar l a  ausencia de mzclas y luego se 
deteminaron sus respectlvas actividades especfficas. 
B.2) ENSAYOS CON CORTES DE TEJIDO Y CON HOMOGENEIWS DE GLANDULAS 
PAROTOI DES DE SAPOS BUBO ARENARUM. 
Consi deraciones prel imi nares 
Cortes de tejido animal para ensayos bioldgicos 
E l  "so de cortes de tejido en rebanadas lo  introdujd Otto ~ a r b u r g ~ '  en 
1923 corn un d todo  para estudlar, por tgcnlcas simples .i;h dtm, el metabo- 
1 ismo de tejidos no extremadamente dafiados rneciinicamente y que fueran aOn ca- 
paces de tener actividad metabellca sirnllar a aquClla.que tendrfan in trim. 
E l  &todo consiste en l a  preparacidn de rebanadas lo  suficientemente 
delgadas para permi t ir  que el oxfgeno del medio exterior Ilegue a las capas 
mils Internas de las tajadas por difusibn, pew no tanto como para que l a  pro- 
porcibn de cglulas rotas por 10s cortes sea elevada. 
Estos cortes de tejido se suspenden en un medio adecuado en un reci pien- 
t e  conteniendo una mezcla gaseosa apropiada y se incuban con agi tacibn, usual- 
mente a 3 8 O C  (aunque para tejidos de anfibios la  temperatura recomendada es 
de 2 5 0 ~ ~ ~  ). 
Warburg calculb el  espesor maxim0 permisible de 10s cortes, usando una 
. 
constante de difusidn para el oxfgeno en el tejido obtenida por Krogh y asu- 
miendo que l a  mhxima velocidad de consuno de oxigeno por l a s  cglulas deberfa 
ocurrir a muy bajas concentraciones de dicho gas. Se observt) .que. esto t3l tim 
1% 
era verdad, tanto para organisms untcelulares como para partfculas de t e j i -  
73,74 do de mamf feros . Para una vet ocidad de consuno. de oxfgeno de alrededor 
de 3 ml/g/h, e l  dximo espesor calculado es 0,5 mn aproximadamente, cuando 
l a  presidn de oxigeno sobre e l  mdlo de incubacih es 1 atm. E l  espesor li- 
mite calculado es inversamente proportional a l a  ra fz  cuadrada de l a  veloci- 
dad de respi rac i  bn . Loo es tudios experimental es" han conf i mado aproximda- 
mente y con pequeRas diferencias 10s cdlculos de Warburg. 
Preparacidn de 10s cortes : E l  brgano .o te j ido part icular deberf a extra- 
erse irmediatamente despugs de matar e l  animal y canenzar en ese-muento l a  
preparacidn de 10s cortes. S i  es inevitable un retraso, debe:.mnteneme a1 
te j ido frTo, sobre hielo. Se han ut i l izado numemsos tipos de. mtcr6tolllos pa- 
ra preparar cortes de espesor uniformem. Como Se sefial6, los..cortes. no de- 
ben hacerse mucho mds delgados que e l  espesor l fmi te  ya que eso amentarfa 
l a  proporcib de c6Julas daFiadaP y l a  proporc ih  de tej ido s-tido a a l ta  
tensibn de oxfgeno. 
Medio de incubacibn: La solucidn a ser usada como medio. de suspensibn, 
- 
- - depende del problema en estudio. Las velocidades de ntetaboli.zaci&n se afec- 
I tan consi derabl emente por l a  cons ti tucidn inorgdnica y orglni.ca del medio. 
E l  nibs usado comu'nmente consiste en una metcla salina de presibn osmdtica y 
composicidn inorgdnica similar a l a  del suero. E l  ion bicarbonato es e l  ter- 
cer ion m6s importante en cantidad en fluidos bioldgicos y s,e debe usar un 
medio con pH regulado con bicarbonato st se  requieren condiciones experimen- 
tales muy prdximas a las flsioldg.ieas. Con tal  soluci6n, l a  .mezcla gaseosa 
externa a l a  solucibn, debe contener un 5% de C02 para asegurar un pH fisio- 
ldgico. Para estudios aer6bicos con cortes de tedidos, si se  usa bicarbemto 
se suele u t i l  izar carb6geno corn w c l a  gaseosa C95% O2 + 5% C02). 
Limitaciones: La tgcnica de cortes delgados de tejido proporciona un 
resul tad0 global del metabol ismo en estudio, m6s que informacibn. acerca de 
reacciones simples y enzimas actuantes. A pesar de que esta ,tlcnica se usa 
princi palmente para obtener datos metabdl icos ba jo condi ciones siqples pero 
"fisiolbgicas" , es imposi ble has ta ahora obtener un ambi ente completmnte 
f isio16gi co que contenga todos 1 os agentes humoral es y otros i ntrf nsecos. 
. . 
E l  corte de tejido no tiene circulacidn capi la r  y todos 10s lntercaarbios 
entre el tejido y el medio de sus'pensidn deben ocurrir por difusl6n a t r a v k  
. . 
de distancias de por 10 menos l a  m i  tad del espesor de l a  l h i n a  de corte. 
. . 
Para mantener una adecuada tensidn de oxfgeno en las capas wS-s .internas de 
una rebanada de tejido que respira activamente, las capas. ex.terf ores deben 
. .  . 
estar sometidas a una concentracidn de oxfgeno anormalmente alta y de hecho, 
tdxica. Del mismo mdo, para cualquler sustrato utilizado rhpidanente por el 
tejido, l a  concentracidn en el medio de suspensi6n debe ser mayor. que el pro- 
bable nivel fisiol6gico. La concentracidn de un sustrato en el  medio, no re- 
presenta la  concentraci6n dentro de la  rebanada de tejido; 6sta variars con 
.-+ - .I 7 -  
-. 
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t i c o  y otras sustancias prod '~r8e:t~l3cmwmto. . . tienden 'a ser s ign i f i ca t i -  
vamente cnqyores den- de la 
. 
! de tejido qw en e l  media qw l a  rodea I 
Nanagenei zados de Mido arrQ&, -. 
Actualpnte, 10s homogenelf z be Wldo &on' amp1 l a m W  uti.1 Izados 
para cstudiar reaccioms enrf&tici& en naterjales b f o l d g i c ~ ,  o com mate- 
. . r t a l  de partida para l a  p raparadb  :& 10s caponen- pw%#fu$;dor de d- 
- . 
I .  
Fulas. 
La definicidn de homogeneizado puede ser expresada d&de dos puntos de 
vista, uno operacional y otro conceptual . 
Potter y Elvehjem, en su ar t fcu lo  en 1936,. usa&n e l  tsrmi- 
no llsuspensidn de tej ido" y recien en 1941 s'e empled l a  palabra "homogenei- 
zadon". Desde entonces se us6 estc t6mino en cientos de ~ubllcaciones con I 
algunas variaciones en e l  sentido, per0 usualmente en conaxidn con e l  uso 
de un disposi t i v o  originalmente descripto o una m0dificaci.h del mismo y 
asf normalmente en un sentido operacional . Puesto que afn las operaciones 
. . 
que involucran 10s mismos instrmentos de produccih pueden cobducir a re- 
sultados muy variables, era deseable tener una definici6n conceptual. 
Antes de 1947~' l a  suspemiQ de te j ido era considerada. c m  una buena 
definicibn de un homogeneitado.. S nstderaba que debfa obtenerse un mayor 
- ,  
-- ,. 
<. - 
<' " , 
o menor n h e r o  de cdlulas intac&.kependiendo inbs del medio de suspensidn 
- -<- - ." . 
5 $ 
que de 1 a tgcnica de mol ido, y ise t r a t d  de eval uar e l  grado de ruptura cel u- 
.. 1 -  
. i  - 
@$' . -, l a r  por c r i t e r i os  enzimdticos r . 
a, . 
Sin embargo, ya en 19417' habfa avanzado e l  concept0 de una suspensidn 
\ 
& partfculas respirator ias probablemente id2nt lcas a las  'mi  tocondri as y 
con e l  desarrol l o  de mejores tgcnicas para el at s l  amfento-:de m i  tocondrias 
-, - . 
de hmgeneizados con sacarosa8*, oi! cstablecid l a  base para l a  presente de- 
f i n i c i d n  conceptual de homogenei zado, . . .  . 
- L  
Asf , desde 1947 se establecib que un homogenelzado signlfic* una pre- 
.-. I 
. ,. i 
paracidn de t e j i do  t o t a l  en l a  que.'ls ruptura ce lu lar  es h n  comp3eta . .- car,  
- 
sea posi b l  e, mientras que a1 misma t l q p o ,  1 a destruccidn de n f  cleos, m i  to- 
, t . - 
and r i as  y otras partrculas celulares se mantiene a1 mfniriro que e l  conoci- 
' _  I . . .  
. - 4  
miento y l a  tscnica actuales l o  p e q i  ten. - .  . . 
Instrumental : E l  equi po b6si co para preparar homogenet z k  consiste 
en un tub0 de ensayos de paredes muy reforzadas en e l  que se ma na- 
. r : ' *- 
- '..: 
no o p i l 6n  tambien de v i d r i o  (en general esmerilado) que 'enca;ja b ien en el 
fondo del tubo, dejando sdlo una mqy pquefia l u z  entre ambas supcmcfes; 
este p i l dn  se hace g i r a r  e l A ~ c a p e n t e i  , . .  % 
. 
mientras e l  tubo- con t e j l do  y w d i o  
.- , < -  . 
adecuado (enf ri ado exteriornentk, 1 a f r i  cciOn puede calentar 1 a suspen- 
sidn y desnaturalizar protefnasl . se " mueve verticalmente hacia.:arrfba y hacia 
. . 
- .  
abajo, tratando de desmenuzar el tejldo entre el pf ldn y la pared del tubo. 
Exis ten ademds muchas vari antes y equi pos pew funcionan esenci almente de 
p-5 
FY! 3. 
r-17 , i gual manera. 
&. fi -+: 
, -- 
Medios de incubacidn: La eleccidn del media de suspensidn e s t i  siempre 
en evoluclbn y depende del es tudio en particular. Se han usado hanogeneiza- 
dos con agua en sistemas en 10s que se podf an agregar 10s cofactores necesa- 
83,84 
rios a l a  mezcla de reaccibn . Tawbign se  usaron medios isotdnicos con 
clorwro de potasio o con sacarosa. 
Usos: Los homogenei zados y las fracci ones cel ulares aisladas . represen- 
-
tan un punto interned10 entre el animal vivo y la  enzima individual aislada, 
t ' 
. . 
lugar ocupado originalmente sblo por 10s cortes delgados de tejidos, y a pe- 
sar de que afn hay muchas reacciones que ocurren en esos cortes y fracasan 
I .  
en homogenei zados , 1 a comprens idn futura de estas reacciones -debe depender 
de 1 os resul tados que se obtengan con homogenei zados . En general, 1 os homo- 
geneizados se usan para el estudio de sistemas enzimtiticos dl t iples involu- 
-. . . . -- 
A ,  '. r' 
crados en secuencias de reacciones metabblicas, con l a  intenci6n de: a) en- 
.sayar e l  tejido con respecto a una enzima individual especffica, o b) estu- 
diar 1 os factores regul atorios que determi nan cud1 es secuencias metabdl i cas 
ocurren cuando muchas a1 ternativas son posi bl esa5, o cuales keacciones son 
. . .  
86 las que controlan l a  velocidad . La tendencia actual es determinar cuhles 




t kn icas  con trazadores isot@icoo, y luego estudiar cbmo estin controladas 
87 estas reacciones usando las  tc ~Zcas de homogeneizados . 
. . 
. .  . 
Consideraciones acerca de l a  necesidad de l a  aplicacibn 'de estas meto- 
dologias a la  realizacidn del presente trabajo. 
C a w  se mencion6 en el capftulo "Ohjetivos Qe l a  presente investigacio'n" 
Wg. '381, era de inter& acl arar .el origen biosintiitico del' colesterol gl an- 
27 dular, ya que estaba demostrado que 6ste era precursor de 10s bufadienbli- 
dos de sapos. 
. . 
Nommlmente existen dos fuentes posi bles de colesterol glandular: l a  
producci6n ds now y l a  entrada de colesterol desde el exterior de l a  gl  Ln- 
La importancia relativa de estas vfas varia segen el tejido:de que se  
Cuando el aporte externo de colesterol est6 disminuido por algGn motivo, 
se  activa l a  sfntesis do now, noraalnente inhibida por retmalikntacidn 
negativa del col ester01 sobre la  hidroximeti 1 gl utari I -coenziiaa A reductasa 
CHMG-CoA reductasa) , enzim que catal iza 1 a conversi6n 
. . 
. . 
-. 8 ,  .#I 
" 
HMG-CoA - meval onato 
> . . 
6 -; - . 
r5 . ., . 
y que es la  reguladora de l a  via"' ' -. 
acetato ---- -+ colesterol . 
El aporte externo de colestwo7 e s t l  mediado por 1 ipoproteinas que lo  
transportan por el torrente circul atorio, principalmente en forma de dsteres 
con hcidos grasos de cadena larga, para .su captacidn por 10s diversos te j i -  
dos. En d i  versos t e j  idos esteroidog6nicos estudiados , corn por e jempl o adre- 
88 
nal , wprlo, celulas de Leydig de ratas existen receptores especificos en 
x. 
la  membrana celular, a 10s cuales se unen estas lipoproteinas y mediante rae i  
canisms no del todo aclarados perniten la  introduccidn de 10s esteroides a1 
tejido. La especificidad e s t i  dada por el receptor y por l a  'parte proteica 




En el caso de las  glindulas parotoides de sapos, si se ohservaha sinte- 
sis de colesterol de novo, significaba que se tenia localizadb un s i t i o  de 
' t 
hiosintesis total de bufadienbl idof; ya que se sabia que estos. se producfan 
en dichas gl hndul as. 
S i  el aporte externo.de colesterol a las  cilulas giandulares es el 
- .  
camino predominante, cualquier poiible precursor de bufadien6Tidos anterior 
a1 colesterol (por e j .  acetato o mevalonato) que se ensaye serb metabol izado 
fundamentalmente en otros tejidos donde 1 a biosintesis ds nquo de colesterol 
' .  -r 
sea importante. Habria dos consicuencias posibles: a) si el ensayo fuera re- 
.. 
alizado i n  vim no aportaria nueva informaci6n con respecto a l a  incorpora- 
. ' 
.:i.: 
c i b  d e  colesterol y seria mnob eficiente; b] si el ensayo::fuera i n  uitm, 
. . ,- 
. :-,. . c .; 
. . - > * .  , !  
. . . .  
_ i . - ,c  . , 
. . .  
. . ..h 
< 
*. 'I. - 
. . 
.', +> 
. ', & 
'9 
8 ..2 . . .  
. . .  - 
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9 
10s resul tados de incorporacitk serian negativos o de muy bajo valor porque 
no ocurre l a  sintesis tie now. 
Por lo  tanto si l a  entrada de colesterol es l a  via importante, habria 
que ensayar posibles precursores pbsteriores a colesterol en el camino bio- 
sint6tico a bufadien61 idos. 
S i  en este fi l t im caso 10s ensayos fueran in uiuo,un resultado negativo 
de incorporaci6n podria deberse a una dif ic i l  llegada del precursor a l a  c5- 
lula o a que el mismo no sea un ~erdadero precursor. 
. . 
Por otro lado, si las  experlencias fueran i n  tritm, un resul tado nega- 
tivo podria indicar nuevamente que no se  t ra ta  de un verdadero: precursor o 
que el timpo de incubacian (1 i m i  tad0 en 10s ensayos in Atro) no fue sufi- 
ciente. . . 
En cualquier caso un resultado netamente positivo indicarfa l a  presen- 
cia de un precursor, sin descartar l a  posibi-lidad de que intervengg en una 
vfa metab6lica alternativa a l a  preduainante en condiciones fisiolbgicas 
normal es . 
Es decir que l a  inoculacidn en un organism vivo de un posible . .  . precur- 
sor de bufadien6l idos , puede conducir a resul tados nu1 os de i ncorporacidn 
" 
aunque se  t r a t e  de un verdadero intermediario en el s i t i o  de biosintesis. 
Para poder determinar si el colesterol utilizado por las  glindulas 
venenosas para biosintet i  zw4ufadienbl  idos, era s i n t e t i  zado. ds novo por d i  - 
, e 'qn. ~g - 
. *  . ( 
-. 2-? 
chas gl dndul as o proven1 a ck h1,giin . A Is ot ro  6rgano (par ejemplo el higado) a 
. 
- .  
- , -  
travds de 1 a circulacidn sang~(&& ', -.A' se hizo necesario separar l a s  gl  indul as 
.,'.F, 
, < .  - '  
y ensayar l a  biosintesis  de mles t e ro l ,  establecer l a  presencia de recepto- 
'7 
- . , I  ,' 
. . 
res de 1 ipoproteinas y conf im& $&4' capacidad de "internal izar"  o sea, per- 
m i t i  r 1 a captacidn del col ester01 , 
Este proceso, tambign 11 amdo endoci tos i  s mediada por ~ecep tores  , es 
* l a  vfa conocida para l a  introducci@.l de l a  LDL (lipoproteinp. de b a a  dens$- 
. - 
. . , 
,. -.- dad1 en l a  c6lula y l a  forma 116s ,,.'babttual $. en que l a  mima se. pmyee coles- . 
tern1 para l a  formacib de memBrmar L. - Bodas l a s  c6lulas) o W& 'la s f n t e s i s  
. . .  
. ,de ~ t r o s  productos. Cow ejernpl~s. de estos iiltimos casos pueden citarse: 
- +- 
, I 




7 .  . 
. d  
glfndula adrenal , s in t e s i s  de estrqdiol  en ovario o, el p roces~  en, estudio. 
. .. 
. . .  
* .  
- .  *- . 
, Y , < - , .  . 
,. - _- , 
s fn tes i s  de bufadiendl idos en .glbndul - .  as parotoides de sapos,. . . 
- .  . . 
Los ensayos menctonados se real  izaron <n Atro, con cortes  de t e j ido  
o con membranas a i s l  adas de c6l ulas a pa r t i r  de homogeneizados d e  gl Sndulas 
parotoides . 
- 3 
a)  Experienda de inocu lac ib~  de 11-14cl acetato de sodio y 15- HI me- 
valonol actona a cortes de t e j  ido de glandul a parotoi de. 
Se 11 ev6 a cab0 es ta  exper1/nda con sapos k f o  a ~ a a m m ,  con dos ani- 
males separadamente para obtener resul tados dupl icados . 
Corn era necesaria l a  extraccidn de las  glbndulas parotoides, se sacri- 
ficaron ambos sapos, se obtuvieron ?as gl bndulas corm, se indica en la  parte 
experimental y tambign se ut i l izb el  tejido hepbtico. Como se deseaba veri- 
f icar  l a  formaci6n de colesterol ; se  u t i l iz6  como control dicho tejido he- 
phtico, en las  mismas condiciones exprimentales que el tejido de glbndula 
parotoide . 
Se incubaron paralelamente cortes de tejido de gldndula y de tejido 
de bigado en ensayos separad~s~durante 2 y 16 hs con el  agregado conjunto 
de 11-14~1 acetato de sodio y 1 5-%I rvalonolactona a 10s medios de incuba- 
ci4n. Finalizadas dichas incuhaciones, se inidl6 l a  actividad remanente en 
10s e d i o s  de incubaci6nS se  rettraron 10s cortes de tejido 'y previo lavado 
de 1 os mismos se procedi6 a saponiflcar 10s posibles 6steres de colesterol 
presen tes den t ro  del t e  j i do, 
El lavado previo se realiz6 para t ra ta r  que las  experiencias siguientes 
se llevaran a caho principalmente con 10s productos que quedaran dentro del 
tejido y no simplemente adsorbidos en s u  superficie. 
Luego de l a  saponificaci6nS se  extrajeron 10s esteroides y 10s residuos 
D 
ohtenidos luego de 1 levar a sequedad 10s extractos orgbnicos se anal izaron 
por d todos  cromatogrbf icos u t i l  fzando colesterol como testigo, 
La detecci6n de 10s productos radiactivos se llev6 a cab0 mediante ra- 
diocromatografia. Se procedid a1 eluido de 10s compuestos que quedaran rete- 
nidos en 1 a zona de R f  igual a1 de colesterol y se midieron estos eluidos 
3 por centelleo liquid0 para obtener valores de incorporaciin de H y de 14c. 
En aquel 10s casos en que se ohservd radiactividad, se procedfb a agregar co- 
lesterol no marcado, a Pin de poder recristal  izar hasta actividad especifica 
I constante. Una vez logrado el product0 con actividad especif ica constante, 
- se  l o  derivatiz6 por acetilaci6n y se  verific6 si el derivado recristalizado 
I . . 
- . 
tenfa l a  misma actividad especifica que el colesterol de partida. 





Los resultados de las incubaciones y posterior tratamiento se indican 
- - I :-. 
en' el  capitulo "Resul tados obtenidos" bdg . 111 1, 
b) A i  s l  amien to  .de 1 i poproteinas del suero sanguine0 , 
. . . .  . 
A ' 
Del conjunto de 1 ipoproteinas ssricas las  mbs importantes en el trans- 
%-. 
I porte.de colesterol son l a  LDL y l a  HDL, lipoproteinas de baja densidad y 
88 d@ a1 t a  densidad respectivamente . 
De la  sangre de s a p s  Bufo orenmtun se obtuvo el plasma~.colectado en 
una solucibn 0,lX de EDTA. 
.s 
Las 1 i po pro teinas de sapos (t-LDL , d=1,019-1,063 glrnl y t -HDL , d=1,090- 
1.215 91.1 2 se aisl  aron por f l o t a c i h  secuencial ut i l  izando una ul tracentri- 
-,L. . 
fuga y ajustando l a  denridad &f&, w l u c i C  por sucrrivos agre$ados de bra- 
. . 
mum de potasio d l i d o .  Luego ct$i3v9r - 
. 
i a s  lipoprotefnas con';oluciones de 
baja densidad y a l t a  densidad swMo en cada u s o  de ul t r acen t r i fugac ib ,  . . 
ambar 1 ipoprotefnas re dia l  iza& p h '  el ia inar  el e r w r o  de hromro de po- 
. . 
tasf o. 
Las fracciones a i s l  adar a i g ~ ~ m .  canlo picoa hamo@neos por electrofore- 
i . 
sis en geles de poliacrilamidii. 
Ffnal lente anbas f r a c d o n m  tr ffltrsron. para eliminar pef l imlas  y 
agregados . 
12S1 1 
c l  Marcaci bn de 1 a s  1 i poproteinas con iodo (- 
Ambas lipoproteinas ( t 4 M  y t-HDL) s e  marcaron con lZ51 uti l i rando el  
&todo de l a  lactoperaxidasa, enzima que ca ta l iza  l a  oxidaci6n &l ioduro 
con aqua oxiqenada y que permi te l a  unibn del iodo a l a  t i r o r i na  de l a  pro- 
88 teina . 
Las lipoprotefnas iodadas se separaron del lZ51 l i b r e  por pasaje a t ra-  
vQ de una col umna de pol i a c r i l  amida-agarosa equil ibrada previamente con una 
solucibn sa l  ina conteniendo a1 bbmina de suero bovino (para sa turar  posibles 
s i t i o s  de adsorcidn de lipoprotefnas en l a  matriz, ya que l a s  misrnas s e  en- 
cuentran en my baja concentracibn) . 
La actividad especifica de lea lru ~e I nas marcadas se determi n6 m i  - 
diendo l a  actividad to ta l  de '*'I inwrporada (contador de radiacidn gamna) 
y dividi6ndol a por 1 a masa de 1 ipoprotef na correspondiente (determinada an- 
so tes de 1 a marcaci dn por e l  6 t o d o  de Lowry 1. . I 
d l  Ensayo de unidn de las lipoproteinas a 10s receptores en l a  necabrana. ( 
Modelo de s i t i o s  id6nticos e independientes en l a  unidn de pequeiias 
mol6culas a un polimero. . -'=q . - -  
, I  - 
. ; - 
Supongarnos que una mol6cula de un polimero P t iene un n h  de s i t i os  / 
idgnticos e independientes para 1 igar, una molgcula A, mSs pequefia. . . S i  10s 
s i t i os  son idgnticos (esto es, cada urn tiene l a  misma afinidad por A) e in- 
.*> ..y 
, , ' - 9 
<b+-  . - 
dependientes (la ocupacidn de un s i t i o  no afecta l a  unidn a otro s i t i o )  se 
r: - . 
, . 1 
. 
puede obtener una descripci dr imp1 e de es t e  s i s  tema . >:-<. - 
. , ., .; - -- 
. a .  
Consideremos por ejemplo que el  pol imero P t iene 3 s i t i o s  id6nticos e 
independientes y representemos 9 un 0 s i  e l  s i t i o  estd vacio o con un 1 
- ., 
s i  estd ocupado por . e l  - 1 i gando . A. 
* .  i. . .  
S i  se permite que e l  polimero P reaccione con e l  ligando A y l a  u n i b  I 
es reversible de mod0 de poder l legar a un equilibria:, hahr6 ocho especies 
: 4 
. 
.-. .y: --2 
presentes: 000, 001, 010, 110 y 111. Para cada . uno de estos 
equil ibr ios podemos escribir, .; -a? ST.,por ; ejemplo, 
. ,<-. . . # r.;Tk-.:r:"--. 
.: :>: : - -r,$$<; ,- 
&:'; . .:. ,,:..;... , 
8 ..: c .<. c- 
;i. ..C:f:,.,c:- 
. ' 2. 
, F .  .- . 9 . : 7-...,. T:-', - 
. .  -. . . 
.. .%+. T . ', 
. , 




. . .  
r- L .,. 
Esto es as? porque consideramor si ' t los id6nticor, o sea que l a  constan- 




Esto se c u p l e  si conrideram& , : ~ i J a ~ b s  . slt i o s  independientes, pues 1 a 
entrada del primer 1 fgando A iw, afecta l a  entrada del segui;do l a s  constan- 
~ .. 
tes son i d h t i c a s .  
De igual manera, - +  I 
. - 
.A 
La concentraci6n to ta l  del #?&tv$HWO ( l ib re  + ligado) es: 
La concentraci6n dc pol Pmem mi& a 1 i gando es, 
o sea l a  suma de las concentraciones de las sfete especies con A unido. 
S i  l a  concentraci6n de una estructura corn l a  011 se expresa en forma de 
1 igando unido, entonces queda 210111 pues hay dos mol4culas de A por ml6cu- 
l a  de pol imero. Por extensibn, l a  concentracidn to ta l  de A unido es: 
E l  niimero promedio de mol6culas de ligando A unidas por molecula de po- 
limero p; V, es igual a lAlunido lPIT 
Se puede denostrargl quc en general , s i  hay N s i t i o s  idbntic.0~ e inde- 
pendientes, 
Cuando N es grande, no es ..)lg$;@le n i  deseable determinar la concentra- 
,' tr - :-. 
3 <. . 
ci6n de las especies indiuidualmc$~ parhetro v se usa 116s frecuentemente 
. -% ,L. 
:i. 
para expresar la extensih de-.%@ .rqd6n. A 
c ,A'& - 
. 
Si  este modelo se cunsple,, la , qmsentacibn , .. grdfica de vf 1 A1 versus v, 
.Y. C - - 
--+i ,' '.- 
resul ta una 1 inea recta. La p e n d w  . LT de 1 a misma es -K, en donde K es 1 a 
" 7 . d  -. 
. - b* d. 
constante de equil ibrio de a s a s % &  para un s i  tio. I&i6n se puede expre- ..'; 
<, . . L. - 7 s - , - , n ,  - i 
sar en t6rminos de la constante.#;~uilibrio  .4 A de disociacib Kd =--?- por lo 
- . L  
, - .  . L '. 
K %.;!,p - . 
cual , I 
.- 
I 
- p  ;.(t., . . 9 
Otra forma de expresi6n e$ la ,$iguiente: 
- ~ 
. -. 
P 7- - - m; .;= .: : - 
, ,  -
5 >:**. < *.*,,- .j&' <f 
.,. ..,.*? . -. . -. 
-.;;;;- y: ;- 2 
&?,!...' . 
[<<,.s.', ' , 
i: 
;; -. 
donde N I P I T  = Q total  de s i t i o s  de unitin por unidad 
1 de volumen de l a  solucidn unidad relativa como mg de pol imero, 
I 
,q de proteins, etc,)  y usancb #mholos babituales en l a  literatura: 
se ohtiene v 3  
r r . t  
. x r - 7 -  
* i? 
?+!$"< 
Representando B/F = f[Bi  # okdtferte el grhfico de scatchard'' , que en 
:.f.:F<- 
- 4 d < ' f .  
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9 L Figura 8: GrLfico de Scatchard; . 's-? ; k ~  ;-- -- 
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7 r 
Para que el g r L f t ~  sm ,recta cslao la  representada en a, de- 
,g;-;-" 
&k .:>An 
hen curnplirse las condlci.t?w~,9?$?entes: 
-:-4* 
, 
4 ,  
?. > 
, _.I , ,- ' 
+ .  
a: cumple el modelo 
b : r < l  
c : 7 > 1  
- Que l a  reaccidn llegue equi l ibr io  (de ot ra  manera no se pueden me. 
d i r  las concentraciones en el egui l ibr io)  . 
- Que Sean s i t i os  idgnttls~s, S i  esto no es asf aparecersn dist intos va- 
lores de K y 1 a ecuacidn no ea ma funcibn 1 ineal simp1 i ficada . S i  por ejem- 
plo hay dos s i t i o s  de unfbn con afinidad diferente por e l  ligando, se obten- 
dr6 una curva resultante de las dos rectas con d is t in ta  pendiente -l/Kd. 
Para i s i t i os  diferentes se puede demostrar que 
v = = I :  NiKiF ' aue Para e l  caso t - 1 
se transforma en l a  ecuacidn ya v is ta  v = N W  (recordando que 
1 + K F  
- Que 10s s i t i o s  de unidn sean independientes. S i  esto no se v e r ~ t i c a ,  
l a  concentracib de, por ejemplo, l a  erpecie 011 serb r 10001r2 donde r es 
e l  factor de correccidn que tlene en cuenta l a  inf luencia del primer ligando 
. . -Y--k' 3 , '<., 
unido, sobre l a  entrada-def s $1 t < 1 se habla de cooperatividad 
negativa, es declr qua el  1 igando unido disminuye l a  fact1 idad de l a  entrada 
< 
de otro ligando respecto del valor Ideal y se obtienen curvas como l a  b en 
l a  f igura 8 . S i  z > 1 hay coopvrt ividad posit iva donde el  ligando unido 
f a c i l i t a  l a  entrada del siguientr (curva c en l a  f igura 8). 
. F 
i;. -:, -- ' i+ '>.I 
Apl icacibn del modelo a l a  unfdn de las lipoproteinas de sap0 a 10s r e -  
ceptores en l a  membrana. 
En la experiencia que ligando era l a  lipoproteins, cuya 
fraccidn proteica se deberfa u pUms en la membrana celular. 
Se u t i  1 izd una fracciC ~ o m o g e n e i z a d o  de gl lndul a parotoide, obteni- 
J I -  
&>.J 
da por centrifugaci6n a 27000 consistfa fundamentalmente de particu 
las  de membrana cel ular. Df izado se  hizo en un medio hipotbnica 
con bicarbonato de sodio, que celulas y deja las membranas 
-P+ :.-_ ,
ticamente intactas. Previo a l a  cea@+if~gjaci6n , --. a 27000 x g se centrifugd a 
7 %  -.. 
. ,  
3000 x g para lograr la sedi~aQ@&j. % L r  de nbcleos, agregados grandes y c6lu-. -
- <. 
. - 
- - .< a. 
1 as intactas. .< I >  T I 
, . .a-' 
. , .. . I I 
Se procedi6 de esta manerr, ~ ~ . ~ i z a &  solamente mearbrana, para evi tar 
4: q.- 
- 
" UM posibl e "i nternal i raci6n'l- $49 .Q@-l fpoprotefnas a1 usar c&l ulas wftrwrt 1 I - ,. , ? - ..- . .. 1:' 
% . -  \ . - I - 2  '-*-• e -.\ 
: L- .& :. -+- (sf hay "internalizacibn* se poduca degradacibn de la lipoproteins &.%a- eon- 
I 
- % 
--J ' J ,+ 1 ;.-* +: ' . 1 
( .  i 
secuencia no se cumplen las conajg&nes L .% de equil ibrio de uni6n necbzarOas 
. I -< , 
7. .I I - -  + ? -  - -' para el a d 1  i s i s ;  yer ecuacih de$&atchard, . $. pig. 931. 
. s: 
- f 
. r.. - 
- , -  I l- A ., ; , , T  :f... Se incu baron 1 as 1 i poprotef nas marcadas, con 1 a preparacih &, mpmbra- 
. .." < 4 <.- . . 
2 ,  .,< >' $ 4 .  
- .  
, . ( .-.;r- .. , : FWS. , - -, 
bL %, , - 
- ai 7: > 4 ' 
- - .  
I Para construir el grdfico dei - ,,:.. hard, se debian obtener ware puntos, 
%.!. 
. - 
o sea incubaciones en que la  conc~~Qaci6n zi 
,- 
de llpoproteina unlda (8 en l a  
Ir 
. - 
, .;p* - 
i3 4: < 




t -  - 
garon cantidades variables de 1 eana sin marcar. 0 ,  sea, en cada tubo 
. - 
, C 'r 
de incubacibn se  f I j d  l a  c m t i  dad,&rotefna fi de wabrana, la  cantidad de 
:- t.! 
- 1 
7 .  
. 4  ., >? ., a 
3z5 lipoprotefna wrcada ('25~-t-&&:;g.. I-t-~bl) y se fueron agmgando a cada 
t .  J * 
.. r I 
I - 
..;- 
urn cantidades crec ientm de t Wnar rln marcar; de er te mdo l a  can- I 
. , 
t tdad de ligando unido a : . - #  .-l b r  derplr2sl iento del equil i brio) hasta 
r I 
' I ..' 
olcanzar l a  s a t u r a c i h .  dr l o r  &!i&:de unibn. Ccro B t i ene  un ifmite [ n ~ -  
'.Y .A g;._ 
I '5 . 
aem t o t a l  de s i  t l o s  dr unibn) $,.P .ruantr siaqra con 11 mra de 1 igando 
agregada, el cocicnte BfF C~~SIII&"~~PDP este nutl~o sa obtjenc una pendien- 1 
t e  negativa en el grhfico de Scatchard. 
La concentraci6n de ligando unido B n  s e  puede expresar en f o r m  & masa 
q .  
de 11 igando por unidad de vol umen de solucidn de incubacidn o en f o r m  aolar ,  
o m6s babitualmente en el can0 de lipoprotefnas, en f o r m  de .&a dc ligan- 
- - 
. . I -' - .  do por unidad de maasa de protatna de aemhrana (ya que se u t i l l z a  l a  mi= ma- . 
I ' . . '  - - - ; :a sa de proteina de neahrana en cada tub0 y s e  obtiene asf el nhem de - .  s i t i o s  
. - - .  
. - 
' de unidn re la t ivo  a l a  masa to ta l  de  protefna de membrana). , - 
- 3  1- " 
1; '" '' " 
.I , Entonces l a  rnasa unidr de cada llpoprotefna para cada ~ u n i o  d@ equil i- 
D , ,-$, ; brio, s e  ohtiene asf:  : :s=* 
. \ * I . . 5 * A  
1 .  
=. 
I #.I.:* -.> :, I - actividad unida 
' ' ?unida 
- acttvidad agregada 
I I.' 
donde "total ml ipoprotefna + m~ ipoproteina 
no marcada marcada 
La actividad agregada s e  mide a1 comienzo (contador de  r a d i a c i h  gamma) 
y la  actividad unida se  mide luego de l a  incubacidn, separando l a s  lipopro- 
1 
t e i n a s  unidas a receptores de  l o r  ligandos l i b r e s  ( 1 2 5 ~ - t - ~ ~ ~  o 125 -t-~DL) 
por f i l  t rac idn  a t raves  de f i l  t r o s  Mill ipore  de 0,45 pm; 1 a s  1 ipoproteinas 
unidas a membrana quedan en el f i l  t r o  que se mide en el contador "gamma". 
La concentracidn de ligando l i b r e  (F) se determina a s i :  
Para que una e s t ruc tu ra  dada se pueda considerar un receptor  debe po- 
gando, que l a  unidn l igando-receptor sea  revers ib le ,  que l l egue  a un valor  
de saturacidn y que l a  unidn produzca una respuesta f i s io l6g ica  medible. 
seer l a s  s igu ien tes  ca rac t e r i s t i ca s :  especif ic idad,  a l t a  af inidad por el l i -  
Generalmente t ienen adembs, baja  capacidad, debido a que hay re1 a t iva-  
m n t e  pocos s i t i o s  de unidn por cglula .  Esto Gltimo se &ace mis evidente 
cuando se t r a t a  de  un receptor  cuyo ligando es un mensajero quimico (por 
ejemplo neurotransmisores , hormonas, etc. 1. 
Ademds de un i r se  a1 receptor,  el ligando puede un i r se  no espec i f ica-  
mente a o t r o s  s i t i o s  generalmente de baja af inidad y a l t a  capacidad. Como 
es tos  t ienen a l t a  capacidad, no se l legan a s a t u r a r  aunque se l e  agregue 
a1 medio de incubacidn un exceso de 1 igando no marcado, mientras que 10s 
s i t i o s  de uni6n espec i f ica  Cde a l t a  af inidad)  s e  saturan rdpidamente cuando 
aumenta 1 a concentracien de 1 i poproteina. 
* - $  
.9,.? ?$ 
For e s t e  mt ivo ,  el valrrr @4,.m6n Inespec%Cfca que es necesario des- 
' 6 . ' .  
" . 
contar, se detemina par el ck un exceso l igando no noercado. 
Debido a l a  disi&mci& & ~ ~ ~ . a t j v i d a d  especfffcr del trazador, por 
I ! 6 
t.7: < '  
4%>. r: : 
excero de 1 i gando no, marcado 8:'.@5@f'~!dad de '=I mlda en es tas condic to- 
. - a 5  . ,. 
nes corresponde estadf s t i c  ;*,'fa unibn de a lkr  dap9~5dad solatllente, es 
C l .  r 
decir ,  a l a  uni6n inespecifica. ' 
La actividad de  lZ51 unida para el ensayo con gran exceso de lipoprote- 
ina s e  res ta  de 10s valores de todos 10s o t ros  puntos y tambi6n de l a  a c t i -  
vidad to ta l  agregada, por considerar que el ligando unido inespecificamente 
no estg disponible para l a  unidn con el receptor. 
Otro valor a considerar es el control a tiempo cero, Este aparece debi- 
do a1 f i l  trado, ya que parte del ligando marcado queda unido a1 f i l  tro, debi- 
do a 10s s i t i o s  de unidn de baja afinidad del mismo. 
El valor de correcci6n debido a l a  unidn a tiempo cero, que se debe des- 
contar como e l  de l a  unidn no especifica, se  obtuvo de l a  siguiente manera: 
se f i l  traron l a s  membranas con lipoproteina marcada (sin incubacibn previa) 
y se midi6 l a  radiactividad remanente en e l  f i l  t ro ;  se hizo l o  mismo con el  
agregado de 1 i poprotefna sin marcar en exceso, observdndose una d i  smi nuci6n 
de l a  actividad unida a1 f i l t r o  debido a l a  saturaci6n de estos s i t i o s ;  l a  
diferencia, que resul t 6  un valor pequeiio, es el  control a tiempo cero. 
El cZlculo completo se real iza entonces de l a  siguiente forma para cada 
u e t ~  UIda  - act. unlda am arc. - act. unida a I 
I .  , 
. \. dr 1i.g. nomarcado tiempocero , 
'untdr %ta1 ( 5> . - ,  
*- de I lgmdo no marcado 
. . 
- + ; 
. - 
- ' . I  
. * 
I.. 
, , Activldad 
n Actividad correspondiente a1 receptor Unibn 
I
Act. correspond. 
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no marcado 
La actividad unida a1 f i l t r o  no se puede considerar dentm del valor  de 
unibn i nespecif i ca porque es udesplatabl etb por 1 i gando no marcado, a d i  feren- 
cta da 1s unidn tnespectfica qur por no saturarrr  ( a l t a  capacidad)' no dirmi- 
nuye por d i luc idn del I lgando marcado y t iene un valor constante luego de 
1 as tncuhaciones. 
Los ensayos se hicieron por dupl icado y 10s vatores promedio para cada 
punto y cada lipoprotefna se volcaron en gr&ficos de Scatchard (ver capitulo 
"Resul tados obtenidosn, pgg, 116)., 
e) Marcacibn de 1as l i p s m i m r  con 1 inoleato de 11.2 ,6 .7-~~1 
E l  l i no lea to  de 11,2.6.?.%1 colcsterol  sc unid a l as  l ipoproteinas 
por e l  &todo de Faust et. at.m.(rrr u p f t u l o  *Experimentala, pbg. 1961. 
La larga cadena del l i no l&W'  f a c i l i t a  l a  unibn con l a s  lipoproteinas. 
En rea l  idad l a  LOL, por ejenplu, es un emple jo  grande con forma esf& 
r i c a  (22 nm de d i k t r o l  que c o n t $ w  un centro con alrededor de 1500 mole- 
culas de colesterol ester i f icadas con gcidos grasos de cadena larga . Dicho 
centro e s t i  rodeado por una dohle calla. 1 ip fd ica  que contiene dos copias de 
una proteina que es l a  responsable de l a  uni6n de l a  LDL a 10s receptores 
de l a  superf ic ie celular. 
f) Incubacibn de cortes de t e j i do  de g16ndula parotoide con l as  l i po -  
proteinas marcadas con 1 in01 eat0 de col esterol tri tiado. 
Se incubaron cortes del gados de t e j i do  glandular con las  1 i poproteinas 
marcadas con 1 inoleato de col esterol tri t iado en 1 as condiciones u t i l  izadas 
previamente para e l  ensayo con acetato y mevalonato (ver p6g. 189). 
Se real izaron 10s experimentos por t r i p l i cado  con y s i n  e l  agregado de 
col chicina (891, 
-. 
El alcaloide colchicina es un inhib idor de l a  "internalizacibn", o sea 
<, - 
la endoci tosis mediada por resfid a la wal ya se hizo referencia. 
3- - *  
' +==. 
RESULTAWS OBTENI -- DOS - 
a) Acido 12-14cl mtval&&$@). r i  
Los resul tsdos obtent t ~ a n  (ver Tabla 1 ) que e l  dcido meva- 
- 
c 6:. 
16nteo se incorpora en el v- ,L:srps ,  pro sdlaente en l a  fraccih @y- 
. r 
si tosterol '  , a1 nemr durantc e1'~'t3 que durd l a  experiencia. 
ai 
Los valores de iitcgrparacf &I abimluta y de incorporacidn especffica se 
-cal w l a n  como se indica: 
Incorporaci6n absoluta % = act ividad t o t a l  en e l  producto aislado 
act iv idad . to ta l  inoculada 
- act. esp. del product0 aislado (dpl/raol) , Incorporacidn especif ica % - I 
act. esp. del trazador inocul ado (dpra/maol) 
Cuando no se a i s l a  un producto puro sino una mezcla (por ej-10 e l  ve- 
neno crudo) no puede determinarse e l  valor de act iv idad especif ica en dPia/rrmol 
I 
sino por unidad de masa (dpm/mg), por l o  que no se puede calcular e l  valor  1 I 
I de incorporaci6n especif ica. 
La separaci6n de 10s esteroles componentes del producto 1 lamado "y-si- 
tosterol", que como se d i j o  resul t6 infructuosa por cgl preparativa y se 
real  i z6  por cromatografia 1 Tquida de a1 t a  resoluci6n (c lar l ,  permit i6 medi r 
l a  act iv idad especif ica de cada esterol en l a  mezcla. Por cgl se comprob6 
que cada una de l as  bandas obtenidas por c l a r  correspondia a un solo esterol. 
-3 
X , 
v6 superpuesto parcialmente con el de campesterol (3) - y el de si tosterol (2) , 
par lo  que no fue integrado y en consecuencia no pudo determinarse su masa 
A continuacidn se muestran cr0matogramas tfpicos de clar  y cgl para la 
mezcl a "y-s i tos terol " , 
r E $ a  5; 
+ - 
. a a -. 





Cromatograma 1 iquido de a1 ta  resol ucidn (clar) del " p s i  tosterol " 
radiactivo (ver condiciones en "Parte experimental"). 
Cromatograma gaseoso (cgl )  del "y-sitosterol" radiact ivo (ver  condiciones 
en "Parte experimental"). 

Tab1 a 2. S e p a r a c i d n  de 1 os e s t e r 0 1  es componentes d e l  "Y-s i  t o s t e r o l  
-
provenfente de 1 a e x p e r i e n c i a  ton scido 1 2-14c m e v a l  bni c o  . 
MASA ACTIVIDAD 
ESPECIFICA 
+!.J - 478 , - j h . , '  C,. . . r 4 .  
*, . ,' 




ACT I V  IDAD ACTIVI  DAD INCORPORAC ION 
TOTAL ESPECIFICA ESPECIFICA 
CAMPESTEROL ( 29%) * 
A C T I V I M D  ACTIVIDAD 
TOTAL ESPECIFI CA ESPECIFICA I NCoRpoRAC1~ I 
EST I GMASTEROL 
ACT IVIDAD ACT I VI DAD I NCORPORACI ON 
TOTAL ESPECIFICA ESPECIFICA 
I < .  , . .  8 .  . . L, .. . . - , . 
.~.-- ,. 
7 A 
* D e t e r m i n a d o  por cgl akfrtfk. . , . 
S I TOSTEROL (26%) * 
ACT I VI DAD ACTIVIDAD INCORPORACI(rTO 
TOTAL ESPECIFICA ESPECIFI CA 
Basado en experiencias a n t e r i ~ r e s ~ ~  que indicaban que l a  biosintesis 
de bufadien6l idos en sapos era un proceso muy lento y que recien a par t i r  de 
10s 15-20 dias comenzaba a notarse incorporacibn .de u n .  trazador [un precursor 
I 
esteroidal como el colesterol) en el veneno to t a l ,  6ste s e  colect6 a 10s 40 
dias de l a  inoculaci6n. 
Los resultados de incorporacidn s e  encuentran en l a  Tabla 3. 
C) ) 1 , 2 - 3 ~  I Col ester01 @ , d)  1 21-14c I 3~-hidroxi  -58-pregnan-20-ona (86) - 1 
( $>I' ; .' Cono ya se  lnenciond a n t e r i G k n t e ,  el ensayo con colesterol t r i t i ado  4. - 2  ;! 
d 8 .:-., 
,.. - , g;13::- se real iz6 c m  control, ya que s e  conociaZ7 que el colesterol era precursor :%,,.i . . . . -  . ' - ' 7  - ..,. ->- 7 . . . 1 .  . 
. . 
v2 G- : -  ' . - 
4 
+ '  . 
, . 2- - de  10s bufadien6l idos. En cons&"eiifia, el veneno radiactivo obtenido por 
I . .  . 4 . . ..,. .p - * . -- - . .  ' J  . I . * _  > 
:-"'. .' Pnoculacidn de dicho colesterol ,"no fue fraccionado en sus componentes este- 1 
roidal es . 
' ;+.. - 
. . 3.; :' 
Los resultados obtenidos en funci6n del tiempo de coIecci6n del veneno, 
para cada uno de 10s trazadores bbhiactivos inoculados, se encuentran en 1 a 
Tabla 3. 
En el caso de la  inyeccidn de 121-14~~5~-colestan-3~-ol (coprostanol 
' P  '" . -, .--I 
. *ks 
radiactivo) , se encontrd veneno marcado a 10s 98 y 129 dias despues de 1 a 
, ' 2. 
. . - 
inoculacih, por lo que dicho vcnem se fraccion6 para observar si 10s bufa- 
dien6l idos habian resul tad0 con marcacibn . 
C m  s e  indica en la Tabla 4, el bufadientjlido arenobufagjna result6 el 
presente en mayor proporcien, por lo  cual fue aislado, purificado y calculada 
l a  incorporaci6n especifica del coprostanol en el aism. Los restantes bufa- 
dienbl idos presentes en 1 a mezcla resul taron tanbign radiactivos , pero debido 
a l a  escasa cantidad existente en dicha mezcla, no pudieron ser aislados en 
estado puro. 





- . - ~  
E S P E C I E Y  ACTIVIDAD T I E M P O D E  ALICUOTADE EXTRACT0 
NUMERO DE TOTAL COLECCION VENENO CRUD0 (C1 3CH-MeOH) 
S APOS INOCULADA . DEL 
VENENO MASA ACT. ESP. MASA ACT. ESP. 
r I 
d ~ m  dias I .g dpn/mg I mg d W m 9  
I 
~p 
* La extraccidn no se real  i t 6  porque e l  veneno t o t a l  no tenfa radiactividad. 
** Valores promedio de 10s dos animales. 

ENSAYOS CON HOMOGENEIZADOS Y CON CORTES DE TEJIDO DE GLANDULAS 
PAROTOIDES DE SAPOS BUPO ARENRRtW. . . . . 
- . ..- 8 .; . I 
"?, ' $ -  . <c 
a1 Inoculacibn de acetato de sodio y 1 5-3~1  mevalonolactona a 
cortes de tejido de glhndula parotoide. 
Los resultados de las  incubaciones de una mezcla de estos trazadores 
radiactivos con cortes g16ndula y de higado, para dos sapos se- 
paradamente, se encuentran en la  Tabla 5. 
.. - -  
-= 
, ..a3-:,> .$ 
,@FA A.L Se observa de dicha tabla, que solamente en las incubaciones ae 16 hs  
- -, 6- 
- <. y-'. - 
tx:?;* 
con tejido de higado, hub0 incarporacion apreciable. En 10s d d s  casos no 
se detect6 radiactividad en las  zonas de 1as placas cromatogrdficas corres- 
;i. ,i- 
, .> .-. 
pondientes a colesterol . --.$;;8 i ,.. ,I # a  
-*;, - -.,c 
--; <- 
El agregado de colesterol no &cad~ a 10s extractos de las incubacio- 
22I-*. - 
nes de 16  hs con tejido hepbti&*g'i  recristalizacidn de la mezcla total ,  
. - 
., . 
. . .;y;e:d 
condujo a1 aislaniento de col&s4rot con actividad especif ica constante de 
3 14c y d e  H. Los valores de actividad especifica y de porcentaje de conver- 
- ,L-TZ.'-  
. . -  .r  
<:kt*.$ , 
sidn de 10s trazadores en colesterot, por unidad de masa de tejido, se en- 
cuentran en la  Tabla 6. 
Se observa que se logr6 COG actividad especifica 
-I - ,- - 
. : Lie:: 
constante, igua l  a la obtenida -eh as sguas sadres, recien luego de l a  5' 
, -' : - -, . 
. I *:. 




coincide, tanto para % c m  para I4c. 
Los resultados para ambos saps  son muy similares cuando se tiene en 
cuenta l a  diferente masa de te j ido  empleada. Por l o  tanto, 10s porcentajes 
de conversi dn de precursor en col esterol , por gram de t e  ji do, resul taron 
semejantes, para ambos animles. 
Es importante destacar, que en 10s dos experimentos, incubaciones de 2 
hs y de 16 hs , e l  consumo de 10s precursores marcados , ya sea acetato o me- 
valonato, fue menor que la, ya que mgs del 90% de l a  radiactjvidad i n i c i a l  
se recupere en e l  medio de incubacibn. 
b) A i  s l  ami ento de 1 as 1 ipoprotefnas de sapo (t-LDL y t-HDL). 
Las lipoproteinas aisladas segh se detal la d s  atrgs (ver ~ 6 9 -  192), 
I 
I 







constituyeron bandas Gnicas por electroforesis en geles de poliacrilamida y 
l a  concentracidn f i n a l  de cada una de e l  las fue 1,52 mg de protefna total/m1 
c) Warcacidn de las 1ipoproteFnar con lZ51 (ver pBg. 194). - 
Los valores de incorporacidn absoluta porcentual de 125~ en l as  1 i- 
poproteinas, se observan en l a  siguiente tabla (Tabla No 7). 
d) Ensayo de unidn de  l a s  lipoproteinas iodadas a 10s receptores en l a  
membrana . 
Cuando se  incubaron alicuotas de 1 a preparacib de membrana de glin- 
dulas parotoides con 1lZ51 I -t-LDL 0 1lz51 I -t-HM, 1 a cantidad de 1 ipoprotei- 
na marcada unida a l a s  inembranas disminuy6 a1 aumentar l a  concentracicin de 
10s ligandos no marcados. 
Esto indica l a  existencia de s i t i o s  de uni6n de a l t a  afinidad para LDL 
y para HDL. 
Las siguientes figurss muestran el anhlisis  de estos s i t i o s  de u n i b  
por el metodo de Scatchard. 
rg LDL unidalmg prote ina  de  membrana (8) : - -  
Figura 9: Grdf ico  de  Scatcbard para l a  unidn de  . la  t-LDL a membrana de  
. - 
glendula  paroto ide .  ; ' '- 
h -  " 3 . : " .  
pg Ha ua$<takmg proteina de membrana (B) 
Figura 10: Grhf ico  de ScatchwI e r a  l a  unidn de l a  t-HDL a membrana de 
f 
57 : 





Se dtuvieron curvas gue &.&g-'Ovf cron en dos colaponentes (considerando 
;- 7,;: :* 
: *,Lt;-; 
s 
a cada curva coma sum 'dB dos 
. - ,  
11 para a&as itpuproteinas: una componen- 
I. , 
t e  dc h l ta  afinidad (gran valor &6pndlentes o sea pepuefio valor de Kd) y 
$ 
urn de baja afinidad, . . 
Los valores de constante &-&tlrbciacfbn (Kd) y n h r o  de s i t i o s  de unidn 
., .! ,: 1 
relative a l a  masa to ta l  de protefm de d r a n a  (Q), para las ccmpsnentes de 
alta y bpja aflnidad par# arnbes -llpopmlefnas, - .  . . so indican en l a  sfguiente 
' :  
% 
Tabla 8. Constantes de disociacidn LKd) y nheros de s i t i os  de unidn (Q) 
para t-LDL y t-HDL. 
1. 
(vg/ml) h g / q  protef na) 
A1 t a  a f  i nidad 3 ,o l S 7  
t-LDL 
Baja afinidad 41 ,O 19 ,O 
Alta afinidad 2 ,9 1 3  
t-HDL - 
B a j a  afinidad 155 ,O 4 7 , O  
. :,:- & 
CT. _ r 
.-
. L? 
. . - 
3 
e) Marcaci6n de l as  1 i p o p r o t e f ~ s  con 1 inoleato de 11,2,6,7- HI 
-, 7". 7 
- *  . , 




Los contenldos en to1 est@d'l a c t i  vidades especff i car de 1 as 1 i popro- 
- ,  
tefnas inarcadas con colesterol  t r l t f l d o ,  se indican en l a  siguiente tabla (N09). 
Tabla 9. Incorporacidn de colcstero l  t r i t i a d o  en las 1 ipoprotefnas. 
- .. 
NASA DE ACTIVI  DAD TOTAL ACTIV I  DAD INCORPORACION CONTENI DO 
PROTEINA AGREGADA DEL ESPECIFICA ABSOLUTA DE 
MARCADA L INOLEATO DE DE COLEST EROL 
COLESTEROL LIPOPROTEINA TOTAL 
TRITIADO . MARCADA 





t-LDL 1 8.8 l o7  6.2 lo7  70 0,034 
t-HM 1 8,8 lo7  8.1 lo7 92 0 
- 
f) Incubaci6n de cortes de t e j i d o  de gldndula parotoide con Ids' l i po -  
3 protefnas marcadas con 1 in01 eat0 de 11.2.6.7- HI colesterol  . 
Estos ensayos, realizados p r  t r j p l  icado, con y s i n  e l  agregado de 
. - 
colchicina, para ambas lipoprotefnas, condujeron a 10s resultados indicados 




I ' 11 . Los valores de concent & lipoprotefna y de colchicina se f i  jaron 
I inic.ialnrente y l a  actividad e /ca de cada 1 ipoprotelna era conoclda. 
f * 
I La radiactividad total ir$Pcp!$amda a1 tejido n, cad8 caso, se midi6 en 
I t 7  $ L,: ; - 1 or extractos org6nicos, lu- '&::lrs - incubaciones . 
'- 
I Con estos S l t ims  valor&$ V k d e  @ c t t ~ i d d  ezpacffica de las  lipopro- , t -  . 
P 
I teinas, se  obtuvieron ias  inco+po*kbcmes tie t-LRL y t-HDL a1 t e j i h .  A par- 
I t ir  de dichas incorporaciones . y maciendo 1 a concentracibn de col esterol en 
cada 1 ipoproteina, se cal cularon 10s valores de incorporacidn de colesterol 
I 
a1 tejido. 
I - .  
r .+* 
_ I  
Cuando 10s extractos orgdntcos se cromatografiaron en capa del gada y 
. . -  I . & : - - - .  
I . 
. cada cromatograma se cort6 en t i r a s  transversales para su elucidn y posterior 
, . - P ! ~  . I :.' . . medici6n de radiactividad, se obtuvieron perfiles cromatogrdficos como el de 
I :, - . -  la  figura 11, en donde se representa radiactividad en funcidn de ndmero de 
I . * . -  fraccidn el u ida. , . 
. . 
r *?-. . . . ,  . Las bandas radiactivas comparadas con testigos correspondfan a coleste- 'i ' 
. % 
- ,  
. . I. =-: rol y a 1 inoleato de colesterol , segGn Rf creciente. De l a  relacitin de la ra- r - 
?>,< ' 
I diactividad presente en dichas bandas, se obtuvo el porcentaje Be hidr6l i s i s  
del linoleato de colesterol t r i t iado incorporado a1 tejido, en csda uno de 
I 10s casos. 
, ' ._ 
. . 
. . . .  . . 
. ,- - -  
8 I .  
: , *,. I .: . , - - - .A- ' j . : ~ i C ~  , 
, * r .  
r .  .-. .A ,- . 
$ $  i y  ,,..- '*: ; ,,. . , I . . *,,a .-,. J :-+:, ,' , hZ j . . ,  , 
c , ( . .& . .-'. t ,. 1 --. i 5 ' il . -&-.P . . - - $  ; %,, M & r a  11: Perf11 cro#togrirtco dcl extrrcto orgdnico obtenido 
., 
-.F- ?.:, 
* - -  -4. 
. A .  . . '  . .  
. . 
I.,.- t . ,  .., . , 
luego de l a  i n c u b c t h  de tejtdo de gldndula parotoide 
. . . . . .  
, !,<'; :,.:. ' . ' I ::::-, ; ,;;9,., . . 
. .- 
: 
. . .  , . . . .  . ; . - '  
.. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 
. - 
, ,  
l i* L 
Los resultado4 pres &.la  Tabla 1, tndtcafi.que 10s bufadienbli- 
. -. 
. - t . 2 ,  . 
dos air1 ador presaptaron MU .&ct$$%&d crpcff ica casi nula, l o  cval podrfa 
rMalar que, a? menos te&rlcannti, d 'ticnpo d~ reacclbnn no fue suficiefite 
f 
y que si se desearan obtener b u ~ 4 d l  W s  radiactivos por inoarlacidn de 
. , t '  
1Ectdo meval6nic0, urn, de lets facWr"lt a d i f i c a r  serfs a1 1 apsa &sde l a  ino- 
I , . 
arlacidn del trazador harta 1. w m . & i ~  -, del vaneno, gw potf41immtp - dcbcyla I ': 
ssr nacho mayor que st utflizado arb experimcia. - -, ., - 
\-+,- - - - c r. 4~~ 1 r - r  r; - ? .. - ?> 3 
Por otra parte, cont,cido '41 w e r  dC precu~ror bios lntLti+ dal cal es- 
.:: . Wrol . .respecto de I& b u f a d f m b l ~  y teniendo en cucnta el  brjo rckr dc 
,= 
1 ::- radiactivf dad dal colerteml gl rr, sf hubiera existido tnwfmcldn de 
I 8 - . .  eido excesivanrente reducidos *dpr4 ser detectados con las ma1 Sti- 
7 ;- . ,  
. . 
I - '  . as u t i l  izados . - + * . ' .  . 
E l  dcido meva16ntco se car~jr$ib en co1esteroJ en e l  hfgado, em una i n -  
corporacitin especffica de 0,3B y &iolwta de 0,41%. Este era un msultado 
erporrdo, dado el reanocidP c k ~ k ' ~ r r  del 6cido nvtlQIco c m  precursor 
biosint6tico del colertcrol cs &UO hcphtico9'. 
En el  caso del materlrl ~&t . ib  & pllndulrr pamtoidcs, la incorpora- 
total, el extract0 clorof6r- 
- I. 
mico-metandl ico y la fracciba . fue . de aproximadamente 
0,02% en 10s tres casos, evidentemente un valor mcho menor que el obtenido y,'y a;- 
. - - ,b . 




total que habfa resultado marcaa ora.e1 colesterol presente en el llamado 
.: ,* e 
.!2',z, 
Uy-sitosterol " (ver Tabla 2, p6$. .._ I@). . es cvidente que la fnutrporacidn de 
- . :<. 
,J 4v.p ++ . 
bcido mevaldnico en colesterol, difiere , notablemente s i  6ste prqvim e . . de1 h i -  
I . >  + . p * "  .: 6 '  1 -* '. . gad0 o de las gllndulas pamtoide.% - l c7  - 
, I 
, - 
k *  
I '.-I, Varios factores podrfan g~n$r4Jqfr a producir esta dlferencisl ' 
> . -  
\ - 
+. . .., - J' 
- ** 
r 
1:' . - El actdo mevolbnico podrQ 1 I,& ndz rbpidamenta a1 hfgrdo p~ 6 la.<&Sn- 
-, ' r. - *- 
< - .I .,-,: - 
,-- - 
' b  
I h <  :.. - .-' 
I 
. - , duls- parotoide; : ,- L,, G~ : , : I  . I .  . -  & ' ? .  . - ,  
- 
* .  5 .  
, - - *A. - - - 
9 -  - 7 -  . 'i- I ; ,. C 
I :::,I . 1 r .  . *- a hfgado podrfa biosIntet3za!: , - . I :  frml JT& rspidamente qua ~&#jI&d~f&~ ,,- , - - . 
> d't I . l . . l  . ?  . 
: e .  
I -  " - - E l  tolesterol glandular podrla p ~ a i r  .,- +, del exterior de la c6lu&:$-+*.de I d  L.+,. ' I.. ' . , ...' . . . 
, 
, 
una biosfntesis tie now, a S U ~ O  rllo una parto del c o l e ~ ~ e r q I $ ' & ~ s u ~ ~  
. .c5-,55 I ,  . 
' ,c;, ' -- I ' , -  i a 2: .+-. , 
, . 
- . 
.: . : .. te se encontraria en la g l l n d u l @ ~ ; J & @ ~  el colasterol circvlrot~ m-i)r.da 
1 ' 'I k .  * ,' . I . .  L A  . - -  . . . G Z V .  , 
1 a gl dndul a podrfan tener memr- l&d especffica, s - i a p l ~ ~  2 , L A  poy . &iJ T *  r ~ ' # - ~  - I 
' . 3%1,.*; 
- - _ 
7 %.,. 
ctbn con el colesterol preexisten . + *. is 
:;<&$3r-: - .  . ? . 
Un resul tado conocfmiento. aye el coles terol cow 
r 
3 - ? -  . 
-.a -.. 
ponente del Uy-sitosterol ' era -@&,$e ,p q u i  nie veces ds radiactlvo que 10s de- 
- . L ~ T *  
'.-*a'< 
10s demzs (esteroles t f  picos de  wegetales1 podrian ingresar a traves de la 
dieta del animal y llegar a la  glgndula mediante algfin mecanismo desconocido. 
El hecho de que ester01 es cam. campesterol , estigmasterol y s i  tosterol 
estih presentes en el "veneno" de sapos, abre una nueva incbgnita: aparente- 
mente, aunque tienen d i s t  intas cadenas 1 ateral es, todos estos esterol es son 
tornados por la  cglula glandular desde el exterior de la misma, pero su posi- 
ble funcidn corn precursores de 10s bufadiendlidos de sapos no puede asegurar- 
se. Presumiblemente, dado que la  c6lula 10s acumula, alguna funcidn deben cum- 
I . . 
, pl ir. AdemLs , si l a  cadena lateral st escindiera entre 10s carbonos 20 y 22, 
, -, , _I 
. . [ 7 -I X- .. todos estos esteroles darian 1 ugar a un mism posible precursor, aunque no 
I + .--,. . .A - 
% ! -.A surge a p&A una explicacien ldgica para que fueran utilizados c m  precur- 
..r .- 
' .. 
&> A,,* I ' '? '6 - sores de bufadiendl i dos en reempl azo de col esterol , dada 1 a abundancia de es t e  
Qltimo en 10s tejidos del animal, salvo que constituyeran parte de algfin ca- 
nino biosintetico secundario o a1 ternativo. 
0 .  < .  
I 7 -  - 
En el caso de la inocul este compuesto radiactivo, 10s resul- 
A ' ! < , Y ,  
-: z7 +,* &$ 
tados obtenidos con sapos Bqfo p m r r d  indican que pricticamente no hub0 
incorwracidn en el veneno cwdo o en el extract0 clorofbrmico-metanblico de 
3 '  
-.&A dicho veneno, luego de un lapso de 40 dias desde la administracibn del traza- 
dor . 
- .  
.. -, 
, : -- 
Los pequehos valores de XIvidad obtenidos, sugirieron la necesidad 
* .  
de  una experiencia adicional firmarlos, fundamentalmente en lo  que 
. . 
respecta a1 tiempo de duracibn ".&:*&sap. Dicha urperiemia se  real iz6 1 uego, 
' i  . .  
..- . 'i- 
+ . ' .  
con s a p s  Bufo a r m  i n c + c u l ~ ~ - ' e l  tassm producto, pero marcado en C-21, 
. , 
- .  
o sea con 1 2 d 4 t  I 30-hldmxi-5i-:20-0~11. 
Esta experiencia, con sapos Bufo are-, seguida durante tres meses, 
.en 1 a que se obtuvieron venenos totalmente inactivos, confirm6 10s resul tados 
anteriores. 
Atin teniendo en cuenta la diferencia en la especie de sapo y en el carbo- 
no elegido para la marcaci6n isotdpica del producto inoculado, 10s datos fi- 
nales fueron esencialmente 10s mismos que en el caso b) .  
Este resultado indicaria que un producto esteroidal con cadena lateral 
de 2 carbonos, de t i p 0  pregnano (marcado en C-20 o en C-21) con la relaci6n 
. - 
I de 10s. anillos A/B cis, per0 sin hidroxilar en C-14 con orientacidn &, no es 
precursor de 10s bufadiendlidos en sapos, o por lo menos no puede llegar a1 
s i t i o  de biosintesis de 10s mismos. 
Teniendo en cuenta que el c o l e s t e r ~ l ~ ~  y el coprostanol (88) - (como ya se 
sefial61 que tienen la cadena lateral de 8 carbonos intacta, son incorporados 
en 10s bufadienbl idos, se podria postular que dicha cadena lateral es necesa- 
r i a  para acceder a1 s i t f o  d% tes is.  Wna a l temat i va  ser ia suponer que 
un trazador con cadena l a t e i d  ;& L carbonos, serfa precursor de 10s bufadie- 
<V 
nbl idos, selo s f  su sfsterna d$~&w pmssntara l a  sust i tuc i6n def in i t i va  de 
10s mismos, o sea, Zbceto- con. isomerfa wl  oia y sustituyente oxi- 
genado en C-14 con o r i e n t a c i a  8 ,  
Si esta d l  tima posib i l idad f w a  corrects, e l  pregnano inoculado no po- 
drfa ser un precursor adecuatb y el esquema bios in t6 t ico  de colesterol a bu- 
fadiendlidos seguirfa o t ro  eaatno'sln u t i l i z a r  a dicho pregnaw cam in te r -  
mediario Cver f igura  3, plg. 32). 
Aqui es necesrrio dertacv. a1 prepnano inocul ado n i  rlque~k MsOd 
a l a  glbndula, pues se obtuvo v m m  t s t a tmn te  inacti.vo. 
. -. a$.-zF. 
Sin l l egar  a descartar 1. u 1 t a n r t i v a  antcr lor ,  dado que d u i s t ~  da-
>. 
, 
tos como para hacerlo, aparent;b nbr probable que el fracaso dp 
r ienc ia  se deba a l a  imposib.fli&d para e l  trazador de 11-r rl sft io  de 
btosfntesis debido a l a  cadma lateral degradada que present*. 
d) J 1 , z - ~ H  I Col ester01 (2). - 
Cmo se esperaba segln resul tados anterioresZ7, este product0 resul t 6  
incorporado en e l  veneno glandular de sapos Bufo a r c m  y 10s valores de 
act iv idad aumentaron con e l  tiempo desde su inoculaci6n. 
Los resul tados obtenidos solamente indican que 1 as condiciones experi- 
mentales eran adecuadas para l a s  tres -.g(~ciencias realizadas en paralelo con 
sapos h f o  manama. No tienen valor comparative ya que l a  actividad especi- 
f i c a  del colesterol t r i t i a d o  era .-myor que l a  de 10s otros dos produc- 
tor  inoculados y tambl6n l o  fur bidad to ta l  inoculada. 
. . 
-- i > -.-: 
. -?,. 
*. = ::I - 
.. .&$> ,:. 
En e l  ensayo con e s t e  traz'ado~;.dadiactivo, qua fue realizado con sa- 
. -! . . -.>& , I 
,. 
par wo a ,  en forma parr lela  i%s dos anteriores,  s t  Jograron resul ts-  I 
-. YC " 
<c :;f$ .? 
doc post t lvos de Incorpoiacibn, por o que s e  deduce que el  ' coprostan&~@@J 1 
. ., . .  - : *?.,r* - / *' 
A 3 ', .,A. % , * . . 2 2  - 9 s> -, 
purde actuar corn precursor de l o s i & ~ ~ ' ~ e n d l i d o s  de origen animal ( ~ i b i a s  3 , J 
,, . .$. , . . \ .  . . . . 
, ->  
. . 
 . - 
- - .i ,$Q.;!*.. , , \  . - - i  - * '  - 
. - . . *-- ...J : - 
,,..--.!:+.; ,&,t :.J- . : . ?  a ;:-;**. ! 
Y 4) .  ; ,. ; 3.g.z . , - : - P*;- <%.<.! ,.pT # . . . . ~ ' , , . ,  >'--.!-.+-' ' , . , , !  
. - -  ,. ",:-. ' . 
. > .  
.7 ,.$ .;+. . '  
I . , .  . l - '  
- ,. ... ,< , : - . . - 3 : <!?j,&+. ?.! ; 
, .  . . . ; , - >  ! :)-<. : . - .. . . . 
. .. . 
- . ,-J* ,%. .;:+m?. 7 .  : I 
Cite hall azgo 3 s  de s ~ n ~ f i c a ~ f v a " ~ m ~ o r t a n c ~ a  pues 6starf&<.~dicand$;dal , . ,- 
. - 
;? >-- &:-" * 
. -  3s.'; - 
,3 Q-3 j$ . . . ^ 7 1--1 .i - ' - ' 
menos para e l  caso de experiencfaseon an imles  intactos, l a  necesidad biol6- 
L , .  1 f " -.- - 
: &+; .: ': fX.>'. 
* r ,fJu:* . =  3. 
pica dr qua 1 or precursores bf&;ilnta?cor de bufadianbl idos ,' dihan poseer =ma 
. . 
cadena l a t e r a l  de por l o  menos 
5'a;;As;: 
*. : .z/- .%' 
- . *,+:*; , I> .  ,- 
t r a n ~ ~ o r t a d o s  y acceder a 18s gl~6ndu'lis piroductoras de Mvtnenon". ';:;G~ , , , .,A a 
f , :' 1 
- :?z*-- 3 .".? 3 
Conslderando que e l  c o p r o s h n o ~ x o n  si s t n a  A/B saturado con ' conf igura- I 
; '2-  
c l L  dr , estl utructuralmenfr  m6s  lacio ion ado con lo r  hfadienbl  fdoi 
* , - , -,; 
d -,:: , --., - ; - 
qur el proplo sol trtrrol .& come 6&S d*' poco e s  desconocido un 
. : 
camino dr coprostanol' i colestir&$i"t coproithnol deb&& ser un precursor 
E l  valor de incorporaci&n/&&ffica I ..- h de coprostanol en el  bufadiendlido 
.. , ?I,> ' 
arenobufagina (O,OO3%) resul ta  m o r  que el d e ~ c r i ~ t o ~ ~  para colesterol mar- 
cad0 en C-20, incorporado en marin&ufagina (0,03 a 0,1% en s a p s  Bufo parac- 
4 ,'- i'. 
nemh). Las diferencias experimentales (especie de sapo, Bpoca de inoculacidn 
y duracidn de l as  experiencias) entre el ensayo descripto previamente y e l  
realizado en e s t e  trabajo, no permiten efectuar una comparacidn vhlida entre 
ambos, en cuanto a una cuantificacien de resul tados. 
Por o t ra  parte, existe l a  posibil idad de que el coprostanol no sea un 
"precursor natural " sino que perte.nezca a un camino secundario de biosintesis  
de bufadiendlidos, pero por poseer el.. elemento fundamental para acceder a1 si- 
t i o  de biosintesis ,  esto es,  una cadena la tera l  idgntica a l a  de colesterol,  
10s mecanisrnos involucrados en esos pasos no puedan diferenciarlo de coleste- 
rol . Una vez en l a  g16ndula, podria se r  convertido en bufadiendlido por un 
procedimiento biosintBtico aberrante, es  decir, no natural . I .;.- 
PARDTOI DES DE SAPOS BUm AREbWd - &  
. .- ' T ,  + , . - 
I_. 
- .  " 
. - 
h .  
tnotultcfbn dc 1 1-14~1 ac,t:drIh -BE'hdl~ y IS-%I' i ~ ~ ~ l o ~ l a c t o n a  s cortes 
Dados 10s valores ya presentades, es evidante qua, en las condlciones ex- 
parilmntales emplardas, &lo el tejf& he hfgrdo f u t  capaz da blor tnt t t i rar  
.A 
. ;3- * r i &.&- - 
eolm$terol, mimtrar que el tejido dp'&lbndula - .  psrotoide no produjo c d ~ s t a a ,  
3 . -  I . .  . 
. . 
' i , . -  &;:."' - 
a prrtir de acetato o mevalonato, durante las 16 hr d r  incubacibn. - .f . 
-.. ?. i* 4 - L. 
1 .. 4-- -:. 
' 5 , .  '. f .  , . . ,g 7~ 4 , . . 
, 1 
En el caso de incorporaci6n po~itivr-llbfi cortes de teJido de Alpado, sun-e:-. 
._ 1.. 
. - . "  '- 
. ., 
- f .  _ .- _ - 1 -  - .  
-z , *  .. - & =  
gue en ias  incubaciones re rgn@ &$$ktidad dr precursor tr l t iack (uvrlc . 
I - ,  . . -.- 
L-,- 
d L  d % 
.Z..- ' . - . 
nolactonal qur de precursor CM "C & k t a t o  de rodio), e l  c ~ I c Y ~ ~  (it pewan-* . . 1 
I - .  , - 
.-' ' 
, - 
* .  * -  - .  . 
ta je  d. c~nvarsidn pen i t ld  establrcrr que l a  m~valonol actona as un 
f .. +L ;?;.LA- 
- - . < . - -  . 
. - 'K, -- ,\,5.- - - . - 
.is d l c a z  que el ac.trto, mrultado compatible a n  el  camino blorlnt(ttc&k+'. 
. J- c,.,- .LZ , 8 , 
. 4 . b '  . ' I 
. I L , - ,  
r L . -:2
estabteetdo para el  colasterol en tejido hepgtico. 
- - 
- * 4- T - 
.. J .* 
. - 
- . ,  c:-4. -.* . . 
La* nrultador obtenidos con 16j: cortes de tejido de hiprdo, Hklm;%& 
- - 
'a,',?:- <, 
, .%&3k: a .- - -,,, - , 
existeneta de un perlodo da induccibn durante a1 menos las prirnerar Q! h8 da 
de 2 hs. . , 
, , 51 '- 2 
. . > R  .:- 'A : 
:*.: - - . . 
HcllSg y savarda6 , trabajando con &rU) de ' t i f jdo de ;uerpo IOtw bo- 
atribuyeron dicbo perfob de f -$&, a l a  presewSa & cier ta  cantidad de 
. - 
acctato no narcado end@eno, wL;*fa . ,,. ser utilirrdo pw el tejiQ antes que 
. -. 
- .'. 
En el presente caso, el mayor period0 previo a l a  formacidn de coleste- 
rol radiactivo en cortes de tejido de higado de sapos, comparado con 10s de 
cuerpo lGteo bovino, se  puede explicar por varios factores, entre ellos, l a  
presencia de niveles mayores de precursores de colesterol endtigenos, una d i -  
fusi6n mds lenta del sustrato dentro del te j ido  y la diferente temperatura de 
las experienci as de incubactbn: He1 1 ig y Savard real izaron sus experiencias 
a 37"C, mientras que en este trahajo se realizaron a 25OC, por consiguiente, 
, con una probable reducci6n del metabol ism que transforma 10s precursores en 
col ester01 . 
Como se d i  jo anteriormente, hay t r e s  fuentes inmediatas de colesterol 
para las gldndulas parotoides: sintesis ds novo, colesterol de 1 ipoproteinas 
y reservas intracelulares de 6steres de colesterol. Aunque esta Qltima no se 
menciond corn fuente de aprovisionamiento de colesterol, es l a  forma habitual 
de almacenamiento dentro de la ci5lula. Adembs, la  cantidad de sustrato dispo- 
nible en esa reserva de Csteres de colesterol , depende obviamente de la acti-  
vidad del proceso previo de entrada, via lipoproteinas y de la velocidad de 
la  sintesis de now. 
- 1 -  % 
a s  estudiados, son capaces de s intet i -  
, . .  
zar colesterol do nova, a @&k.dc l o  cual, la  cantidad de colesterol tornado j 
r 
de l a s  lipoprotefnas es, ertl gmrt*Is mayor que la  cantidad provista por dicha 
Sin embargo. l a  uperlmslr .@l(zada $8 vtw, con acetato y rvalonato, 
indica que e l  tejido de glbndula - r n t o I b s  no biosintetiza colcsterol en in-  
. .I 
1 . .' I 
cuhaciones de hasta 16 hs, w i e n t a ,  que, cum se esperaba, el W i d 0  h@Nti -  
. ' .  
GO si  produce este @sterol. 1 
Este dato estarta ind tu lQ  --el .colesterol que se  encuentra en el 
"veneno de saposH . - extra$& ?@ ,I&#! gf hdulas  parotoides, no rer ia  s intet i  zado 
- .  1 
en l a  propia glbndula, sfno  en su mayor parte, de fuentes externas. - .: 
I. 
Uni6n de t -LDL y t-HDL a receptores en l a  d r u m  celular de glsndula 
j .  
parotoide. 




La investigaci6n de l a  pr& " d% s i t i o s  de uni6n para las 1 ipoprotei- 
nas en las membranas celulamo & g16ndula parotoide de sapos Bufo m-, 
- 1 
condujo a resultados caaplttblei la  presencia de s i t ios  receptores para 1 
ambas 1 ipoprotefnas , con afinidades sirnil ares a aqu6ll as descriptas 96,97 
para otros t e j  idos e s t o r o i d ~ ~ .  
. . 
Por otro lado, otros arPdwLdr . 
. unidn dc 1 2 5 1 ~ ~  hurwna (h-HW) a -- 
3; 
.- .. . 
alta afinidad, con Kd = 8,6 vdal y una maxima capacidad de unidn Q = 2,2 
pg/mg de proteina de HDL . Cuando se cornparan estos valores con 10s obtenidos 
para las dos lipoproteinas de s a p  (ver Tabla 8), se observa que la lipopro- 
teina humana tiene menor afinjdad (para el sitio de alta afinidad) pero una 
similar capacidad de unibn. . 1. : 
Los grhficos de Scatchard se resol vieron en dos componentes, apl i cando 
un modelo matdtico para dos sitios de unidn diferentes, uno de alta y otro 
de baja afinidad. No se puede descartar, sin embargo, que se trate de sitios 
idgnticos per0 no independientes y las curvas obtenidas correspndan a un ca- 
so de cooperatividad negativa Cver psg. 94). 
' _  
Incorporaci6n de 1 ipoprotef nas marcadas con 1 i no1 ea to de cml esterol 
,. ' 
tritiado. 
La incorporacidn y degradacidn de LDL por las ciilulas, consiste de un 
mecanismo especif i co mediado por receptores y una pinoci tosis inespecif ica 
? : -P  
h u e  involucra la endocitosis de fluidos o solutos via pequefias vesfculas 
que se forman en la menbranal. 
Ostlum y colaboradoresa4 lnfonaaron gue 1 a colchicina (g) inhibe se- 
lecti vamente 1 a incorporacidn de LDL mediada por receptores . Estos autores 
no observaron efecto en fibroblastos de pacientes afectados de hipercoleste- 
rol emia famil iar (enfennedad hereditaria caracterizada por la fa1 ta de sin- 
tes i s  de 10s receptores celulares para LDL y consecuentemente por 10s niveles I 
muy altos de LDL, o sea de colescerol, en sangre). A d e ~ s  encontraron que el 
$ 4  . 
agregado de col chicina tanpo&' afect6 1. degradacien de a1 bCina de suero bo- 
vino en celulas normales. 
.?g 
Teniendo en cuenta lo  antes expwsto, en este trabajo se  probd el efecto 
d e  1 a col chicina sobre 1 a incorporacidn de 1 i poproteinas medi ada por recepto- 
res . 
Los resultados (ver Tabla 101 indican que el agregado de colchicina i n h i -  ' 
be la  incorporaci6n de LDL en aproximadamente 60% y tambien produce un auslento 
en el porcentaje de hidriil isis del 1 inoleato de colesterol incorporado a la  
I - 
gl bndula. Por otro lado, para HDL, el agregado de colchicina, amen6  en un 
100% l a  incorporaci6n de colesterol, reduciendo el porcentaje de hidrdlisis del 
1 inoleato de colesterol . 
Estos resul tados muestran que, en condiciones normal es, 4 s  de 70 ng de ~ 
colesterol por 100 mg de  tejido, deberian ser  incorporados en 16 hs ,  por el 
camino de la  LDL mediado por receptor y que, ademds, la entrada de colesterol 
.- r ,a . 
por la  via de la LDL aumenta la esterificacicn de colesterol. 
88-101 que la  adicidn de. LDL , per0 no de HOL , a f ibro- Se ha demostrado . 
blastos preincubados en medios pobres en lipoproteinas, increments la incorpo- 
raci6n de acid0 oleico tnarcado con 14c en esteres de colesterol . Aden&, rnedi- 
ciones directas de la  actividad de 1 a enzima .acil -CoA: colesterol acil transfe- 
. - 
, 11 - 1 .  
rasa (ACAT, que catalira l a  e s t e r i f l cac ib  de colesteroll indicaron que l a  
misma se increment6 cuando se cul tivaron fibroblastos en presencia de LDL. 
Estas observaciones estdn de acuerdo con 10s resultados obtenidos en este 
trabajo, en lo concerniente a1 inbnaanto detectado de l a  hidr61 isis cuando 
se inhibe la endoci tosis de LDL mediada por receptor ("internal izacibn") y 
tambign con un increment0 similar de l a  hidrdlisis producida cuando se usa HDL 1 
en lugar de LDL, a pesar de que en ambos casos la  incorporacih de colesterol 
resul t6  casi idgntica. 
E l  medio de incuhacidn en el que se tratd el  tejido glandular durante 16 
3 hs, no fue capaz por sf solo, de degradar el  1 inoleato de I H I  colesterol u n i -  
do a las 1 ipoproteinas [no se observe colesterol t r i t iado en 10s medios de i n -  
cubacidn a1 finalizar las  mismas) indicando que su hidrdlisis no era consecuen- 
cia de la secrecidn de alg4n producto celular. 
Por otra parte, a pesar de que el mecanismo de la incorporacidn de coles- 
terol , via l a  HDL, no se conoce compl etamente, parece ser  diferente del camino 
de la  LDL y l a  evidencia disponible indica que el camino de l a  HDL est6 mediado 
por un receptor que es distinto del receptor para la  LDL. 
Los cul tivos de ciilulas del t m r  adrenal Y - 1  de ratdn, normalmente no 
metabol izan HDL; sin embargo, el hecho de q;e utilicen colesterol de HDL cuando 
estdn inhibidos 1 os microf i l  amentos, puede i ndi car que el ci toesquel eto res- 
88 
tringe, de alguna manera, la expresidn de este camino Cn &taw . 
Estos resultados previos, concuerdan con 10s - . I . C  obtenidos ': . en las presentes 
3 . & -  - <  . incubaciones de I HI t -HDL con tejido de gl hndula parotoide de s a p ,  que mues- 
tran un aumento de 100% en ibn de colesterol y una disminucidn 
en el porcentaje de hldrbl isis, 
agregado de col chi clop (inhibidor 
ido,el experiment0 --c+,r I se  llev6 a cab0 con el 
E:t; . ' - - - -  
m - 
toesquel eto) , respecto a1 real i zado 
sin colchicina. 
Ya que el camino de l p  HOL, \...4 hksido : demostrado convincentemente s61o en 
%:-& 
roedoress8 , el significado fisiol6gico del D l  timo resultado no se  puede ex- 
plicar sobre l a  hase del conocimiento presente. 
Los datos anteriores combinados, - - - - _n i tsQb1-r que en el proceso 
7 
w e t o  de la  presente investiaaci6n, el colesterol usado Dor las glgndulas 
parotoides para la  biosintesis de, diendl idos - deb la ser  producido prin-  WP 
-? - 
. , .- 
-* qipalmente por el higado o absorbidc 
l i rpro te inas  circul antes e incorpot 
pbr receptor. 
- - .a gl hndul a por un mecanismo mediado 
CAPITULO 6 
EXPERIMENTAL 
GENERAL I DADES 
Los puntos de fusidn fueron determinados con un aparato Fisher-Johns y 
no estdn corregidos. w. - - ,* , - , . - 
I, - 
Los espectros de absorcidn en. e l  i n f r a r ro j o  (IR) se rea l  izaron u t i l  izan- 
:: if 
do espectrofot6metros Perkin-Elmer, - .  :-? modelo 421 o modelo 137 o mde lo  710 B, 
>. /: 
dispersando l a  muestra en Nujol . , '-%-Fa. a.c! , 
, . 
- .,- - 
7. 1 Los espectros de resonancia magnetics nuclear de 'H (RMN- H) se efectua- 
C 
? - 
ron a 60 MHz con un espectdmetro , Varlan , +-. A-60, o a 100 M z  con un espectdme- 
! -8 r .--:>- - ' 
, -,*g,\ r -  - 
t r o  Varian XL-100-15. Los espectroo de resonancia magnetics nuclear de 13c 
( M - ~ ~ c )  se efectuaron con e l  q u i p o  Yarian XL-100-15 a 25.2 MHz, por el I&- 
. . 
todo pulsado con transformada de I .A Fourier, u t i l  izando una computadora Varian 
@OIL-100 y una unidad de d i s c o s ~ ~ g n ~ t i c o s  Sykes 7000. E l  solvente u t i l  izado 
, . & .  
fue c l o ro fo rm  deuterado (C13CD) salvo en 10s casos en que se indiq;rl9- 1o;con- 
>??-.LLb-'. %: 
. r - -  
t ra r io .  En todas las  determinacionts se us6 tetrameti l  s i lano (TMS) cono se- 
* ' -3 
. ?T - .  Ral de referencia interna. LoJs desplazamientos quimicos se expresan en unida- 
t*- - 
des 6 (ppm) y l a s  constantes-he 5 . ,  -, qyplainiento (J) en Hertz (HZ); l as  senales 
.- r'- 
se indican en cada caso corn s:? sngulete, , d: doblete, dd: doble doblete, t: 
4 . '  -3 
- .- - <.&4 
tri plete, c: cuadruplete, in: mu1.tipl ;>. , ete, ba: banda ancha, . ,- - sa: singulete ancho. 
- =. 
P ,  
r .  . 
Los espectros de masa (E!41 . ,se .- real izaron a 70 eV en un espectr6metro de 
+. 
. .- 
' ." ,?Q 
masa Varian-MAT CH7-A, ccmandado r = por una computadora Varian-MAT Data System 
-L-. 2 * I -  - 'I 
I I.-. 
. . ;+; 
: 1. 
166, con unidades de sal ida TRC Tektronix 4010 e irnpresora Tektronix 4631. 
En todos 10s casos 10s espectros se realizaron por introduccidn di rec ta  de 
1 as  muestras . 
Las mediciones de radiactivtdad ( 3 ~  o 14c1 s e  llevaron a cab0 en un es- 
pectr6metro de centelleo liquid0 Packard Tri-Carb 3003, o en un Tracor Ana- 
l y t i c  Mark 111, o en un Beckman LS-100. Segiin l a  polaridad, l a s  muestras s e  
disol vieron empl eando una sol ucidn centel 1 eadora conteniendo 4,O g de 2,5- 
difenil  oxazol [PPO) y 250 mg de 1,4-bis-2-(4-rwti 1 -5-feniloxazol i 1 ) benceno 
(dimetil-POPOP) por 1 i t r o  de solucidn en tolueno, o en una sol uciBn centellea- 
dora conteniendo 100 g de naftaleno, 7,O' g .de PPO y 300 .mg de dimetil -POPOP 
por l i t r o  de solucidn en dioxano. Para awestras dispersables en agua, se rea- 
l izd  e l  agregado de 14 m l  de soluciiin centelleadora en dioxano a l a  muestra 
suspendida en 1 ml de agua. 
Las mediciones de radiactividad de 125~ se realizaron en un contador de 
radfacidn g a m  Beckman G a m  4000. 
Las radiocromatografias se real izaron u t i l  izando un radiocromatdgrafo 
Packard 7201 equipado con un contador Geiger, un registrador y un integrador. 
Las cromatografias en capa delgada Cccd) anal iti cas s e  real izaron u t i l  i- 
zando como fase f i j a  s i l icagel  G (Merck) y corn reveladores vapores de iodo 
o soluci6n acuosa de dcido sulfSrico a1 502 con posterior calentarniento a 
l l O ° C .  Para mayor resolucidn s e  u t i l  izaron placas c r m t o g r 5 f i c a s  comercia- 
l e s  de s i l  icagel 60 F254 sobre a l m i n i o  [Merck]. 
Las ccd preparativas (1-2 mu de espesor) se efectuaron u t i l  izando s i l  i- 
cage1 PF254 ( ~ e r c k ) ,  ohservdndolas luego de desarrolladas a l a  luz u l  travio- 
l e t a  (254 nml. Para mayor resolucibn, en muestras radiactivas, se u t i l  izaron 
placas cromatogrdficas comerciales de s i l  icagel 60 FZs4 ( ~ e r c k )  de 0,25 mo 
de espesor, 
Los solventes de desarrollo para ccd fueron cloruro de metileno con pro- 
porciones variables de metanol (0 a 10%) y to1 ueno con proporciones variabl er 
de acetato de e t i l o ,  En otros  casos, se indica el solvente util izado. 
Las cromatografias en co1uma:se realizaron utilizando anno adsorbente 
s i l icagel  Davison (malla 1 0 0 4 0 0 ~ ,  
Las cromatograf i a s  gas-1 fquido (cgl ) anal i t i c a s  s e  efectuaron en un cro- 
mati5grafo gaseoso Hewlett-Packard, mdelo 5830 A, con detector de ionizacidn 
de llama, equipado con columnas de vidrio de 1,80 6 1,20 m de longitud y 2 
mm de didmetro interno, empacadas con fases SE-30 (3%) u OY-17 (31, sobre 
Chromosorb Y-AM-DMCS, malla 60-80, 
Las .cromatografias gas-liquIdo preparativas s e  efectuaron en un croma- 
tdgrafo gaseoso Hewlett-Packard, modelo 5750, con detector de conductividad 
tgrmica, con una unidad colectora de fracciones modelo 5797 0, equipado ;on 
columnas metdl icas de 1,80 m de longitud y 3 mm de didmetro externo, empaca- 
das con fase OV-17 [3%1 sobre Chromosorb Y-AM-DlCS, ma1 l a  60-80. 
. ,,- 
IJ . 
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Las cromatografias 1 iquid,- l f quido de a1 t a  resol ucidn (cl a r l  se efectua- 
ron en un cromaMgrafo 1 iquido Wewlett-Packard modelo 1084 B, equipado con 
un detector de Tndice de refractftjn C R I ~  modelo 79877 A, un inyector automi- 
t i c o  de vol umen variable modelo A y un colector a u t o d t i c o  de fraccio- 
nes. Se u t i l  izaron dos columnas RP8 (para cromatografia en fase  inversa) en 
serie, una de 5 urn y l a  o t ra  de 10 g m  de tatnafio de partfcula,  de 200 nun de 
longitud por 4,6 mm de diimetro interno cada una. El solvente de desarrol lo 
ut i l izado fue acetonitri1o:agua (85:.151 con un caudal de 2 elfmflinuto. 
Las ultracentrifugaciones se realizaron util izando una centrffuga 
Los hom$eneizados se efectuaron u t i l  izando un hmgeneizador Ultra- 
Turrax y l a s  incuhciones se r e a l i z a m  en un incubador modelo Dubnofs.. 
E l  cianuro de potasio marcado con 14c fue adquirido a1 C o l i s a r i a t  a 1'  
Energie Atomique, Francia. 
. El ioduro de metilo marcado con 14c fue adquirido a The Radiochemical 
Centre Ltd., Amersham, Inglaterra.  
3 E l  1 1-l4tl acetato de sodio, 15- H I  mevalonolactona, lc ido 1 2-14c1 mva- 
ldnlco como sa l  de DBED (dibenciletllendiamina) , 11,2-% I colesterol , 1 inolea- 
3 t o  de 11,2,6,7- H I  colesterol y el 1125~1 ioduro de sodio en hiddxido de 
sodio fueron adquiridos a New England Nuclear Corp., EE,UU. 
Todas l a s  drogas radiactivas comerciales s e  adquirieron por intermedio 
de 1 a Comisibn Nacional de Energla A t h i c a .  
Los solventes fueron evaporados a presidn reducida a temperaturas por 
debajo de 50°C. 
. . 
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3$-Acetoxi-17~-hidroxiand~~-S-en-17~-carboni tri 1 o 
36-Acetoxj androst-5-en- 17-ona (56) - (330 mg ) se suspendi 6 en 
etanol (6 m l )  en un tub0 de vidpSo Pyrex, se l e  agregaron 650 mg de cianuro 
de potasio (relacibn KCN:estero#de. @ 10:l) y 1,5 m l  de dcido acgtico mante- 
nigndose todo en un bail0 f r f o  (hielo y sal ) y cerrdndose imediatamente e l  
tub0 a l a  11 ma. La mezcla de reaecidn se coloc6 en un horno c i l  indr ico e l k -  
t r i c o  a 80°C y se mantuvo a esa t-ratura durante 45 minutos. Se vol c6 so- 
bre una s o l u c i b  acuosa de fc ido c lorh ldr ico (5 11 de HC1 (c) en 50 m1 de 
agua) y se f i l  tr6. E l  sdl ido se disofvid en acetato de e t i l o  (50 m l ) ,  se lav6 
con agua (3 x 50 m l )  y se secb. ?or evapraci6n del solvente se obtuvo un s6- 
1 ido c r i s t a l  ino (335 mg) que por ccd revel6 ser una mezcla con un rendiraiento 
menor que 40% en e l  product0 buscado. 
A1 in tentar  pur i f i ca r  l a  cianhidrina por ccd preparativa o por c m t o -  
gra f ia  en columna con s i l i cage l  o a l h f n a  neutra, o por cromatograffa gaseosa, 
se recuperaba s610 e l  material de part ida por l o  que se dedujo que la cianhi- 
drina se descmponia perdiendo %ci& cianhidrico. 
Metodo B: 
Se u t i l i z d  un s i s t m  cotno e l  de l a  f igura 12. 
En e l  baldn se colocaron 120 mg de 3~-aeetoxiandrost-5-en-l7-ona (56)  - y 
4 m l  de etanol. En e l  fondo del tubo se colocaron 120 mg de cianuro de pota- 
s io  ( re lacibn 5: 1 con e l  esterafde) y en l a  tubuladura l a te ra l  1 m l  de Bcido 
su l f i i r i co  (c). Se enf r i6  e l  baldn sumergiEndolo en a i re  l fquido y se evacuii 
e l  sistema (1 to r r )  abriendo las 1 laves A, B y C. Luego se cerr6 l a  l l ave  A 





Fiqura 12: Equipo de reaccidn para l a  sintesis  de l a  cianhidrina - 57.
Se calent6 e l  tub0 unos minutos y se cerrd l a  I l ave  B. Por i i l t imo se sac6 e l  
baiio refrigerante, se dejd l l egar  a temperatura ambiente con agi taci6n magn6- 
t i c a  y se mantuvo en estao condiciones durante 2 hs. 
E l  producto se a i s l d  como en e l  caso anter ior  (m6todo A) recuper6ndose 
118 mg de material  de part ida coma se comprob6 por cma tog ra f i a .  
3~-Acetoxiandrost-5-en-17-ona (56) - (120 mg) se suspendid en 3 
m l  de etanol y se agregaron 120 mg de cianuro de potasio (relaci6n 5: 1 con e l  
esteroide) . La mezcla de reacci6n se mantuvo a 10°C en un bal6n tapado con un 
tap& de ldtex y con buena agitacibn. Se inyectb una gota de dcido acdtico 
a travds del tapbn. Luego de 15 winutos se agregaron 0,7 m1 mBs de Bcido ac6- 
t ico, gota a gota a una velocidad de 6 gotas durante 1 hora y e l  resto duran- 
t e  una segunda hora. Se l l e v 6  a temperatura ambiente y se mantuvo as1 2 horas 
Mis . 
E l  producto t o ta l  se a i s l d  c m  en e l  m6todo A (pig. 141). 
Se obtuvieron 116 mg (conversibn aproximada de 90% segGn ccd) de un pro- 
ducto de menor R f  que e l  de part ida en ccd, que rec r i s t a l  izado de etanol re- 
102 
su l td  ser l a  cianhidr ina buscada -{57) - con un p.f.  185-187OC (lit. : 195 y 
203-206"C, para 1 os dos epimeros en C-17) . 
I ( a n )  : 3300 (0-H) , 2210 (CsN) , 1730 (C=O, 6ster) , 1250 (c-0, acetato). 
1 RMN- H: 6 0,94 (s, 3H, CH3-18). 1.03 (s, 3H, CH3-19), 2.02 (s, 3H, CH30-),  
3,12 (sa, lH, OH), 4,60 (a, lH, H-3), 5,40 (m, lH, H-6). 
EM, m/z(%) : 297 (M - A d m ,  100). 282 (II - A d H  - CH3, 20), 270 (M - AcOH - 
CNH, 22), 264 (H - AdH - o13 - H20, 13), 255 (M - ABH - CH3 - 
CNH, 7), 237 (M - AdH - CH3 - H20 - CNH, 5) .  213 (M - A B H  - 
CNH - a v i l l o  il - H, 11). 
MGtodo D: 
Se us6 e l  mistno &todo C pero con una relacit in 1:l de cianuro 
de sodio a esteroide y agregando trozos de v i d r i o  que d i f icu l taban pero no 
impedian l a  agitaci6n. Este afiadido se rea l iz6  para simular l a  introducci6n 
del cianuro de sodio marcado por ruptura de l a  ampol l a  en que se provee. Las 
cantidades u t i l  izadas fueron: 100 mg del compuesto - 56, 14,7 mg de cianuro de 
sodio, 4 m l  de etanol y 0,2 t ~ 1  de Iicido acgtico. 
Luego de aislado e l  product0 de l a  reaccibn, se observ6 un bajo rendi- 
miento en l a  cianhidrina (20-30% por ccd). 
M6todo E: 
Se u t i l i z 6  e l  d t o d o  D pero con relaci6n 2:l de cianuro de so- 
dio a esteroide y agregando tambfh  l os  trozos de v idr io.  
En este caso se determirib, por ccd, que l a  conversidn en cianhidrina 
fue aproximadamente 60%. 
M6.todo F: 
. 
Se us6 e l  mgtodo D con una relacidn 2,5: 1 de cianuro de sodio 
a esteroide, agregando 1 os trozos de vidr io.  
Por ccd se detemind que l a  conversidn en cianhidrina fue aproximada- 
mente 80%. 
y r e  adicion6 0.1 nl do ciorwo dr. gfon i lo  r e c i b  destilado. La rcaccidn se 
. . 
mantuvo en e l  congelador de una heladera comGn durante 21 hs. Se volc6 cui- 
dadosamente sobre h ie lo  picado y se extra jo con 6ter  e t i l  i co  (2 x 30 m l  ) ; se 
lav6 l a  capa et6rea con solucidn a1 10% de hcido c lorh idr ico  acuoso (2 x 30 
m l )  y finalmente con agua hasta neutralidad de l a  fase acuosa; e l  extracto 
o r g h i c o  se sec6 y se evapord e l  solvente. 
Se obtuvieron 16 mg de un producto impuro que por ccd mostr6 ser e l  re- 
active de part ida en una proporcidn mayor que 90%. 
Se us6 e l  d t o d o  A anterior, pew  a temperatura ambiente duran- 
t e  20 hs. 
E l  rendimiento de l a  reacci6n fue muy bajo. 
M6todo C: 
Se ensayd nuevamente e l  m6todo A (phg.144) a dos tmperaturas 
d ist intas:  a 78OC durante 1 hora y a 127°C durante 1 hora. Se colsprobb en tun- 
bos casos, por ccd, que habfa desaparecido e l  material de part ida y se habia 
formado un producto viscoso que quedaba en e l  origen de l a  siembra. 
Como se sabe que e l  producto esperado debe tener mayor R f  que e l  react i -  
vo de partida, se desecharon estas dos condiciones tgcnicas. 
MBtodo D: 
E l  compuesto - 57 (102 mg) se colocd en un tub0 de v i d r i o  Pyrex 
y se d iso lv i6  con 5 m1 de pi r id ina,  se agregaron 0.2 m l  de oxicloruro de f6s- 
for0  y se cerr6 e l  tub0 a l a  llama. Se calent6 en un horno tubular e lCctr ico 
a 150°C durante 90 minutos con agi tacidn ocasional . Se rompid e l  tub0 y se 
V O ~ C ~  e l  contenido sobre una solucidn de dcido c lorh idr ico  en agua (10:4O m l ) .  
Se extra jo con cloruro de metileno y se lavd e l  extracto con agua hasta neu- 
t ra l idad de l a  fase acuosa. E l  extracto orgsnico se secd y se evapord e l  sol- 
ven t e  . 
Se obtuvieron con aproximadamente 501X del com- 
puesto buscado - 58 segGn se observe'pr ccd. 
E l  comptiesto se pur i f i cd  par- .--. _ $~ preparativa sobre s i l icagel ,  obtenign- 
7- . 
- . *  
.': -. , . dose 50 mg del mismo. . : - > . ? ,  
.+ .%A<. $> 
Se recr is ta l  i zd  de etanol yt- cr istales obtenidos tenian un p.f. 204- 
. .  
54 . f 
I C 
i206OC (lit. : 206OC). , :. 
I R  ( a n )  : 2210 (C=N), 1745 (0; i s te r ) ,  1260 (GO, acetato). 
4,60 (m, lH, H-3), 5,40 (m, lH, H-6), 6,60 (m, lH, H-16). ': 
I 
EM, ~ t ( % )  : 279 (M - ACOH, loo), m (n - ACW - a,, 391, lo5 i*a;rllo D + 
, . 
36,175-Di acetoxi androst-5-en-17E-carboni t i  l o  (57a). 
-' 3 
3~-Acetoxi -1 7 ~ -  h i  droxi andrm%4ben- l7~-carbon itri 1 o (57) (60 lag) se df-. 
1 0  - 
solvi6 en 4 m l  de anhidrido a&@@ y se calentd a re f l u jo  durante 24 hs. 
. :.c 
Por ccd se comprobd que l a  ' cf'lnhidrina de partida habfa reaccionado 
Se evapor6 e l  anhFdrido ac6tico a presi6n reducida con l a  gyda de agre- 
gados de etanol (5 m l  cada vet), obtenigndose 65 mg de producto impuro, que 
fueron pu r i f  i cados por ccd preparativa sobre s i  1 icagel , 1ogrZndose 34 mg de 
un producto esencialmente puro ( Luego de recr is ta l  izado de etanol 
acuoso dicho producto tenia p.f. 3!@7-2fB°C (1 i t.103: 203-2060~, para e l  A&-17~) 
I R  (cm-'1: 1745 (C=O, Cster), 1 7 h  ( C 4 ,  Oster), 1245 (C-0, acetato). 
1 RMN- H: 6 0.91 (s, 3H, CH3-18). 1.04 (s, 3H. CH3-19),, 2.03 (s, 3H. CH3CM)- en 
v 
& 
,- . . 
C-3), 2,10 (s, 3H, CH,COO- en C-17), 4,59 (m, lH ,  H-3), 5,38 (m, I 
lH ,  H-6). 
EM, m/z(%): 339 (H - AcOH, 100). 324 (I4 - AcOH - CH3, 121, 297 (M - AcOH - 
42(CH2a) o CH3+CM). 5). 282 (M - AcOH - 42 - CH3, 5) .  279 (M - 
2AcOH, lo ) ,  264 (Pl - 2A8H - CH3, 12), 237 (M - 2Adti - CH3 - 
CNH, 5), 213 (M - AcOH - cad. l a t .  - a n i l l o  D - H, 6). 
3 p H i  droxi pregna-5.16-di en-20-ona (59) . 
3~-Acetoxiandrosta-5,16-'dien-r7-carboni t i  l o  (58) (80 mg) se d iso l  v i e  
en 1,5 m l  de benceno anhidro y l a  soluci6n se agregd lentamente con jer inga 
a traves de un tapBn de 1 btex . a1 react ivo de Grignard preparado de 1 a s f -  
guiente manera: en un baldn de t res  bocas (una con tapdn de l i t ex ,  o t r a  con 
un refrigerante conectado a una corr iente de n i  trdgeno seco Y con un c i e r re  
de mercurio, y l a  tercera boca con un burbujeador para entrada de bromuro 
de met i lo  secado a traves de pasaje por hidrdxido de potasio) se colocaron 
750 mg de v i rutas de magnesio, un c r i s t a l i t o  de iodo y 20 m l  de Bter e t i J i co  
anhidro; con e l  magnesio, e l  iodo y e l  6 te r  en ambiente de nitr6geno con 
agitacidn y enfriando externamente con hie lo,  se comenz6 e l  burbujeo de 
bromuro de met i lo  seco proveniente de un tub0 que se colocd a ternperatura 
anbiente (p.e. CH3Br = 4'C); luego de 2 hs de burbujeo lento se observb que 
habia reaccionado todo e l  magnesio; l a  reaccidn fue enBrgica y se observe 
r e f l u j o  de 6ter; cuando cesd, l a  solucidn era g r i s  oscura y turbia; enton- 
ces se l l evd  a temperatura ambiente y se inyectd el esteroide disuel t o  en 
benceno anhi dro. 
La mezcla de reaccidn se calentd a r e f l u j o  por 46 hs, se en f r i6  a O°C 
y se agregaron 6 m l  de i c i do  acetic0 -1entamente y luego 9 m l  de agua. Se 
evaporaron 10s solventes 116s vo la t i les  a presidn reducida. Se calent6 a re- 
f l u j o  durante 20 minutos y se volcd sobre hie10 picado. Se extra jo con clo- 
ruro de metileno (3 x 30 ml); e l  extract0 orgdnico se lavd con agua (3 x 30 
m l )  y se secb. Por evaporacidn del solvente se obtuvo un producto impuro 
(80 mg) que se rec r i s ta l i zd  de etanol dando 43 mg del product0 deseado (59) -
54 
con p.f. 205-207OC (lit. : 216'C) 
I R  (6'): 3600-3100 (0-H). 1660 (C=O. cetona conjugada). 1590 (C=C conj.). 
1 m- H: 6 0.92 (s, 3H. CH3-18). 1.05 (s. 3H. CH3-19). 2.06 (s. 3H. CH3-21). 
3.48 (m, 1H. H-3). 5.34 (m, Ui, H-6). 6,68 (m, lti, H-16). 
@lN-l3c: 6 36.6 ( - 1 ,  30.2 (C-2). 71,6 (C-3). 42.3 (C-4). 141.2 (C-5). 
120.8 (C-6) 9 31,5 (C-7 6 C-8). 31.6 (C-8 6 C-7) 9 50.4 (C-9). 37.1 
(C-10) 9 20.7 (C-ll), 34,6 (C-12). 46.0 (C-13). 56.4 (C-14). 32.2 
(C-15) 9 155.2 (C-16) 144.2 (C-17). 15.7 (C-18). 19,3 (C-19). 196.5 
EM. WZ(%): 314 {N. 100). 299 (M - CH3. 35), 296 (M - H20. 25). 281 (H - CH3 
- H20. 32). 271 (M - CH3Ul. 15). 253 (M - H20 - CH3C0. 13). 239 
(M - H20 - CH3C0 - CH3 + H. 6). 229 (M - a n i l l o  A - CH3 + 2H. 
3~-Hidroxi-58-androstan-17-ona (60) (500 mg) se d iso lv id  en 3ml de p i -  
r id ina  anhidra y se agregaron 3 m1 de anhfdrido acgtico; se dej6 20 hs en 
reposo y luego se volc6 sobre i c ido  c lorh idr ico acuoso (6 m1 de HC1 (c) en 
40 m l  de agua) ; se extra jo con cloruro de metileno (3 x 50 m l  ), se lavd e l  
extracto org6nico con agua hasta pH neutro (3 x 50 m l )  y se secb. Por evapo- 
raci6n del solvente se obtuvieron 570 mg de producto puro por ccd, que re- 
c r i s t a l  izado de etanol tuvo un p.f. 160°C (1 i t.lo4: 161-163OC) 
I ( )  1740 (C=O. &ter).  1700 (C=O. cetona). 1250 (C-0. acetato). 
1 W- H: a 0.88 (s. 3H. CHJ-18). 1.01 (s. 3H. CH3-191, 2.05 (s. 3H. CH3COO-1. 
5.10 (m, lH, H-3) 
fU%13~: 6 30.5 (C-1  6 C-4). 24.9 (C-2). 70,3 (C-3). 30.7 (C-4 6 C-1). 37.3 
(C-5). 26.2 (C-6). 25.0 (C-7). 35.0 (C-8 6 C-10). 40,2 (C-9). 35.2 
(C-10 6 C-8). 20.3 (C-11). 31.7 (C-12). 47,7 (C-13). 51,4 (C-14). 
21.4 (W3COOR). - 170.2 (MpR). 
EM. m/z ( a )  : 332 (M. 6) . 272 (M - A m .  100) . 257 (I4 - AdW - Q13. 44) , 244 
(M - AcOH - 28(CO o C2H4). 20). 239 (M - AcOH - CH3 - H20, 6 ) .  
230 (M - AcOH - CH2cOs 6). 229 (M - AcOH - 28 - CH3. 6). 228 (M - 
AcOH - CH2C0 - 2H. 4). 218 (M - AcOH - C4H6. 7). 216 (H - AcOH - 
a n i l l o  D, 17). 215 (M - AdH - a n i l l o  D - H. 17). 213 (M - AcOH - 
CH3 - W2C0 - 2H. 9). 201 (M - AcOH - a n i l l  o D - W13. 13). 
36-Acetoxi - 17~ -h i  droxi -56-andros tan-17E-carbonl tri 1 o w. 
Siguiendo l a  tecnica que se indica en l a  s in tes is  del compuesto 57. !,- 
todo F (pbg. 144) y ut i l i zando en este caso 202 mg de 38-acetoxi-5g-androstan- 
17-ona. (9, 79 ng de cianuro de sodio (relaci6n 2.5:l de cianuro de sodio a 
esteroide) y 0,7 m1 de acid0 acgtico en 8 m l  de etanol, se obtuvieron 219 mg 
de producto (mezcla epim6rica en C-17) con aproxirnadarnente 80% del compuesto 
buscado (62) - segDn se determind por ccd, que no fueron purificados. 
B. f. : 139-160% 1 i t o :  i s&m 178 hidroxi 1 ado. 19Z°C; isboero 170 hidro- 
x i  1 ado, 224°C). 
I R  (dl): 3350 (0-H). 2210 (C41). 1740 (C=O, ester), 1700 (C=O, cetona). 
RMN-h: 6 0.86 (s. 3H. CH3-18). 0.99 (s. 3H. CH3-19). 2.05 (s. 3H. M3COO-) , 
. . 
5.09 (m, 1H. H-3). 
EM, m/z(%): 359 (M, 2), 332 (M - CNH, 6). 299 (M - A d l H s  75). 284 (M - Am 
- M3. 35). 272 (M - AcOH - UIH. 100). 257 (N - AcOH - OH - CH3. 
58). 244 (M - Ac(W - OUI - 28(CO o C2Hq). 27). 230 (n - Am - 
CNH - CH~CO. 13). 229 (n - ACOH - CNH - 28 - C H ~ .  11). 228 (n - 
AdYI  - CNH - CH2C0 - 2H. 8 ) .  218 (I4 - A8H - QH - v6, 11). 
216 (M - AcOH - CNH - an1110 D, 30) ,  215 (M - AdlH - CNW - a n i l l o  
D - H. 60). 213 ( M -  A d H -  CNH - CHOW - 2H. 15). 201 (H- AcW 
- CNH - a n i l l o  D - CH3. 23). 
3g. 176-Di acetoxi -5~-androstan-176-carbon t i  1o (62a). 
mg) se disolv i6 en 3 m l  de anhidrido acbtico y se calent6 a re f l u j o  durante 
20 hs. Se evaporB el anhhfdrido a d t i c o  a presiBn reducida (con agregado de 
etanol ) obtenigndose 35 mg' de materi a1 crudo. que se rec r i s ta l  iz6 de etanol 
acuoso dando un p . f . 197-200°C (1 i t 4  : 199-201). 
RIIP(-'H: 6 0,89 (s, 3H. CH3-18). 0.99 (s. 3H. CH3-19). 2.05 (s, 3H, CHJCM)- 
en C-3). 2.10 (s, 3H. CH3COO- en C-17). 5.10 m ,  lH, H-3). 
RMN-13c: 6 30,5 ( C - 1  25,O (C-2). 70.5 (C-3). 30.8 (C-4). 37.2 (C-5), 25.7 
(C-6),.26,2 (C-7). 35.7 (C-8). 39.4 (C-9). 34.9 (C-lo), 20.7 (C-11). 
2 8  (M - Am -'4&@~t<CWs 9). '257 (8  - M t H  - CH2m - CIM - 
. rL : 
a,. 30). M4 &-& - CHzCO - gn - 28(W o Cp4) .  11). 215 
Lt- - 
(I4 - AcOH - @. w * & v : ~ l ! l o  D 4 Hs U), 201 (11 - A d l l  - cad. 
-. 
i -1; 
lat. - antllo B - .@$@:lb). 57 (C#9s 100). 
.: 
, 2zq. Hado 0: . . . . . . . .  . , 
..* * ." . - 
, * -.; 
€1 c ~ l p u c s t a  '(&k.4) br discl$ifrm 2 de anhnhldrido adt i  
I d L A  . OD y se Ye a g d  0.1 g d. ~ ~ ~ + $ + 4 M h & i t S P k t c o ;  re talent6 a. nflujo du- 
- 7 ;;*. >: :. ,. 
- .w. . -  
I I %  , . rrntr 3 k t .  I am aU- .*T ~qt-%@ . , , ,A  r I*zrla., de reakc16n se , oscumcib ucho. > ,f " , . 1 
, .  Se volcd sabre ~ r g ~ ,  ,s& 
' _ I  
"ark# 15 minutor y SL exer8,jo EMI clo- 
, . .  I - .  . : . ,  
I 
. . ,  
NA de r t i l  em (2 x 50 a l ) ~  @-@&-aCto . ,  . - ,  .. otybioo se luvd o n  rgua has t a  
I neutralidad (3 x 30 i l )  y &, 4.' h r  ced sc ohscn%ren lrckis urnhas a - 1 
- lo largo de toda 1% PI&, (ro~w+*#r sr &start6 este dl%&. 
I - ' +. .' < - -?46todo C: r ;  
' , - i z4 .  .; 
I ss US$ 61 . d eon rcldo clwhfdrict, lugar da ki- 1 
di~ p- to1 ucnsul~hi co y #i ,H its en lugar ~e 3 ha. 
S QfPrCrmo el ~ ~ * -  &&am dndialcnta s h i l r r  a1 d.1 &to- - 
- - &'+; &$;:.3.,- do A. L t * -. 
+., ',2gTY'* . 
* :># -+%, 4 .g- . 
3$-Acetoxi -17~-hi droxi +-andros tan-176- carbon t i  1 o (62) (33 
mg) se disolvid en 2 m l  de etanol, se  l e  agregaron 0,2 m i  de Scido clorhidri- 
co (c) y se  cal entd a reflujo durante 1 hora. 
Por ccd se  comprobd que habfa desaparecido la  cianhidrina de partida 
1 para dar un producto mgs polar que presentaba el siguiente espectro de RMN- H 
a 0.85 (s, 3H. CH3-18), 0.97 (s. 3H, CH3-19). 4.10 (m, 1 H-3). 
1 
. Del espectro de RMN- H se  cornprueba que no .hay seiial de acetato n i  de 
protones 01 ef ini cos; ademas 10s meti 10s 18 y 19 aparecen aproximadamente a1 
mismo valor de desplazamiento qufmico que en .el compuesto 62, todo esto i nd i -  
ca que en el material de partida sdlo se habia hidrolizado el acetato en C-3 
y que el hidroxilo terciario no se habfa eliminado, por lo que esta tecnica 
se descartb. 
M6todo B: 
El diacetato 62a (20 mg) se sublim6 en al to  vacio (0,l torr)  y 
a 16O0,C, pero el producto sublimado result6 sin variacidn como se comprobb 
I por WN-'H, que nostr6 las dos seRales para metilos de acetatos (6  = 2,05 y 
r L  
* .  
*.. . I . :  . -. El diacetato 62a (12 mg) se tratd con 50 mg de acetato de pota- 
4: I , . - sio y 0.8 ml de N,N-dimetilformamida calentando a 105OC durante 8 hs bajo at- 5 7 Gsfera de nitrdgeno . Sdlo se  obtuvo el material de partida algo impuri- 
I ficado con un product0 mzs polar segcn se  observd por ccd. E l  RMN- 1 H de l a  
mezcla presentaba las  do^, seRales de metilos (6  = 2,05 y 6 = 2,lO) de aceta- 
tos diferentes. 
Miitodo D: 
El compuesto 62 (30 mg) se disolvid en 1,5 m l  de cl oruro de 
r -  - - 1 
meti leno y se l e  agregd una so1 .-&.0,Q5 ml de trfbromwro de fbsforo en 
t-ratura aarbf ente durante 15 hs. 
arias manchas, mtre el las  la  del 
. I - . .  




material de partida, p ~ r o  nfngu f d h t c  con la drl product0 burcado. 
' *--:- , 
' r. ." 
. . 
"+ - -  
*todo E: 
El ampurrto [l~j'l~). u dlsolvl6 an 2 a1 dc piridina, se 
a j n g d  0.1 ml dc oxlcloruro de fiW&@6. 2 la  mtc la  se calentd en un tubo ce- 
rrado a 150°C durantc n u  SC . , *fed luego sobre (cido clorhSdrfca 
I ,  
acwso (4  m1 de HC1( c)  m M a1 d. if@&) y se extrrjo con dwro & .mti -- l c  
c- 
no ( 2  x 40 ml). El extracto se ?#p &$ua Awta neutralidad y rn S-. 
C mttraba una mancha importante ldrt dcshidratado dareado SF, *.Sir pu- . * 
rift& di cho residuo par ccd prapwdtwr de s i l  icagal , aislOndose Sb: nog 
.-- 
.; - ,  
: :: w~lmaclaente 601 de ~ n d t m t . ~ t 0 j , ; k .  eroducm g. rec;lst.ll~ 6. 
. - . , 
-, &,jr . , . 1 ' * , -  - &mol tenfa un p.f. 196-9W.C (It%. . ,t 19g203eC) .  
= .  
- . .  
I -  - .  - t~ .. (d l ) :  2195 (c~ ) ,  1'730 (w, *it&, 1240 (c-O, acctato). 4 '4. :; , -..-; 
. .=r  - -...  s 0.91 (r ,  3H, CHr18), i@#%;t$, . - 1, Mg19), 2.03 (r, I, gw-1, 
e .  
4:- ,. 7 5.06 (a. UI. It-3). 646  (dd,&&y 5.3.5, UI. H-16). 
127.5 (t-17). 16.a (t-l&$&& J . .  (619). 420 (C-2.0, m u c a r d o  
con fondo). 21.4 (@SUM#j;,-&~ (w-). 
--, sLq.,g. t, 
Se empl e6 1 a t8cniCa u t i l  F: a papa obtener 3$-hidroxipregna-5.16-dien- 
,:* 
ceno anhidro que se inyectaron a1 bal6n con el bromro de metilmagnesio en 
P 
eter e t i l  i co preparado cmo s6' en di cha tecni ca (p8g. 147). 
Se obtuvo un  product0 impuro que se cromatografi6 en columna de s i l i c a -  I 
gel eluyendo con cloruro de metileno, para dar 47 mg (apmximadamente 80%) I 
del producto deseado (64). que se m w i s t a l  izd de etanol acuoso. 
IR ( m )  : 3400 (0-H) . 1670 (C=O, c&bna conj . ) . 1590 (C=C. con j. ) . 
. . z. 
I 4.07 (m. 1H. H-3). 6.62 ( d f ~ ~ l l  y J=1.5. 1 H .  H-16). 8 - 
:. .-- 13 
,. . m- C: 6 29.8 (C-1) , 27.8 (C-ZL&@%O - - (C-3). 33.5 (C-4). 36.6 (C-5). 26.3 
- ;  . .  - .  I 
. r ;. - -  
I 
I .  I 
&. *.- e
. (C-6). 26.7 (C-7). 35.1 (68). 40.3 (C-9). 35.0 (C-10). 20.9 (C-11). 
- 
- CH3C0. 72). 255 (M - CH,CO - H20. 39). 201 (M - H20 - CH3C0 - 
an i l lo  D - CH3, 7). 43 ,(q13c0. 100). 
, I  
. - 
, . 
3pHi droxi -58-pregnan-20-ona @@. 
El compuesto 64 (25 mg) se &1vi6 en 10 m1 de acetato de e t i l o  y se 
';r 
. 3"-. 
hidrogend con paladio 10% sobre ,mrb6n por 12 hs a temperatura ambiente y 
-.-r, 
presidn atmosfCrica. Se f i l  trd p$6ar eliininar e l  catalizador y s e  lavd Cste 
con acetato de e t i l o .  
e '.'.,-- 
;$ : s-- 
Por evaporaci6n del solvent@ %&:fo%tuv'ii~;~~n , . 25 lag Q pmdwcto esencial- 
*-.+,..& ,, 
mente puro por ccd, que se r e c r l ~ ~ &  r t m o l  acuoso, dando un p.f .  141,5 
106 s .  - ., 
-144°C (1 it. : 149°C). I' ' l  I 
- . .. 
1R (an-'): 3250 (O-H), 1700 ( 0 )  i: 
' , "  
f?MN-'Ii: 6 0,62 (s, 3H. CH3-18). 0,97.!s. 3H, CH3-19). 2,11 1s. 3H, CH3-21). 
. a .  
4,13 (m, lH,'H-3): 
H20 - CH3C0, 21). 242 [In - Hz? - CH3 - CH3COs 11). 233 (I+ CH,CO 
- . .  
- a n i l l o  D - H. 26). 215 (11 - H20 - CH3C0 - ant1 l o  D ; .&i#i@l. 
201 (M - H20 - CH3C0 -  ill^ D - CH3, 9). 43 (CH3C0. ~ - . ' 4  . . _. ' 
- ,  
5 .  ' 
, . 
Se us6 l a  tecnica indlea8a para 'l& smtes is  del compuesto i n a & v b s  
&todo F (Mg. 144). En este crao re w&@n , . .- 200 mg de 3$-acetoxi -58-mbms- 
tan-17-ona (m ,una MZCI~ de 99 q & 'cianuro de potrstp 3 1.06 wg de 
1l4c1 cianum de potaslo (1 rn~i ) ;~b&@l .I & acid0 adt iCOwl 3 dc etanol. 
Se obtuvieron 198 mg de producto con propiedades f fo icas (IR, EM) Iden- 
-'. 
t i c a t  a aqu&l l r s  del pMducO rrp ~~ &) y can una ietlrfdrd erperf i ca  
~e utl l izb is 1 a sfntestr del compuesta 63, &to- 
do E (pbg. 153). E l  a n p e s t  mg) se disolvi6 en 4 ml de pi ridi na 
anhidrag se tratd co lonrrm de flSsforo y l a  mezcla se  calentd 
. . r +  i 
en tub0 cerrado a 150°C d u r a d .  nytos, ., E l  producto se rxtrajo de l a  ma- 
2 x -:<', 
nera indicadd en l a  t6cnica mencioMtda. 
Se obtuvo un reslduo de 187 s e  purific6 a travgs de una columna 
con sil icagel,  dando el prodoductq . butcrdo L-yF. . . - (a (164 mg) con propiedarles ffsi- 
[ - . 
cas (IR, EM) iddnticas a aqu6ll&i"jiji-&ria muestm no iba~cada y con una 
actividad especffica de 0.T' ' " 
- ,. 
. . 
: . .>-.r,:;+"..!\ . , . -. - i  , 
. , -  
, . & , J > .  . ' ,&~,  ~-, . .. ,. - .  .. . 
> . ,' ,:"..d,.. , ' , . . 3 . F , i  
. - ~ , r ~ - i < : ; c , ~ A - ~ , ~  .:...: . c: : , -
,.<,I::.<-,;. . . Fr-,..- . . ....I -: ' 
Siguiendo l a  tgcnica utiil-&'firh obtenar el compuesto i , m  -$9. 
se prepard una solucidn de loduro de mtilmagnesio a partir  #? 432rgF.de mag- 
-<.! .>;*,q - . 
ne$fo, 0.1 mg de todo y 4.4 m1 da ioduro tie metilo en 25 m l  d e ' ~ ~ t a i ' ~ k ( t i c o  
, - , . * :.**pE; :: 
anhidro. A esa solucidn se 16 ' h h h  158 ng dcl co)Apue$to - ,  b f  (LWgltos M 
-'. - s 
3 ml  de benceno. La arzcla sc 
re indicb en la  tschica 0 
ck, se purif i cb por una col de s f1  ica9el el UY&Q- GQII Im~enQ 2- knceno- 
acetato de e t i l o  (95: 5 y Se obtuvo el product0 68 pur0.n de P-f*  170- 
&.. ,:-:.< 
. -U'C;  
1 7 3 O C  que resul t d  indlsttflg~ib1@"trdt IR y por EM de una inuestra autgntica de 
64 y con una 
-
acti 
€1 mpuesto 68 (B;5 lyC6 en 20 w l  de acetato de e t i l  o y sd 
' hidr~genb con l a  t6cpiea u t i l  el produetx~ 65 (p6g. 154). 
Se obtuvieron asf 93 mg- cto bustado 69 qUe se r w r i r t a l  lzaron 
de etjlanol acuoso. Dfcho prPd Rmmg&neo PDT 'CXP y tenfa pef .  141-144eC 
, --.>- 
con prapicdades ffrfar [IR. ' ~f . 'M@tt leas  a apu411& de una mwstra no mar- 
cada (65) y con una actlvfdcd a*&i*#$a dda 0165 nCi/ml. 
. .. 
30.21-Di ace toxi wwn-5-err-- m. 
. , 
' .. 
A .  1.000 g ds 3~-rcsdpm&*p"~0..83ta (aceww & 
. . 
. ' 3  
se l a  rgregd una r o l ~ i C  dc 4;*)$ dt trtraacatato de.plwitg-'*r.@..l t* . 
bencsna. 3 tnl dc sctanol y 8 *I di). $trrsto 6 tri f luorwo da m3:,fl k l 6 n  
. .- 
.L c-. ' 
biente y con agi tacibn. Se VPI& '@I e~ntenido sobre 100 ail & : extra- 
& :.. * 
j o  con benceno (3 x 40 m i ) .  el rnW?Mto orgbntco se lav6 CXM &@&I~& - .  Mf6. 
Por evaporaeibn del s o l v a a ~ ~ i a  obtuvo un m i d u o  (1.180 &7.&dr gnr 
.h_ - , - 
- .  T 
ctmv~sibn  en 70 de a p m i  
, _ . I  
segGn se *sew6 .par cd., 
% recristal  i tb de e t Q ~ l .  
-97 .' 
indose 800 mg del productsr.a ~ s a  p. f . 
2 .  . 
155-15S°C (1 i te107 .: 16b167'C). 
(C-0, aCQl3320)' 
. 1;; . . C 
<. - 
Rf4N-l~: 6 0.68 ( r .  3H. CH~-~B&I...$$@# IS, 3H, CH3-.l$)., $.M (r. 3H, &)C3C00- en 
C-21)s 4.60 (mi LH. H-3)s 4.52 (ds 41 
16, 1H, H-211, 4,76 (4, ' ~ / r  H-21), 5.24 (a, l H ,  ~ 6 ) .  
- AcOH - CH20COCH3 + H s  17). 255 (M - AcOH - cad. lat. .  56). 
- 
- - 
- .  
. .* -7 . 
38.21-Di h i  droxi pregn-5-en-20-ma (71). 
t lo 
?'s?;{; 
:.?;,<.?", $ - .  
. + r  
. , i i  5 - 
. . : .. - ,  .+.;,;.,.: 
, . . I_ ..- 
. ,..,. :, ;!.-,':~'. . . r 
.k><  - .  .-... .. 3 - , .  , 
. -  - 
%T ...:. 
E l  cappuesto - .  70 (700 mgb';i.$l$~&vl6 en 50 m1 de5'i&anol caliente y se 
e :, 2 .t' - 
agreg6 0.1 m l  de dcido sulffirico ( i ) F b e  calentd a reflujo durante 16 hs y se 
volcd sobre 150 m l  de agua. Se &trajo con 6ter e t f l  ico (2 x 50 ml) . el ex- 
tracto se lavd con agua (3 x 50 rn1:t~ s e  sec6. 
. i f 1  
Por evaporacidn del solvelite i@ abtuvieron 551 ng de residuo, que luego 
de dos recristal i zaciones con etanol produ jeron 470 mg de producto 71 puro 
por ccd, con p.f. 165-167OC. (1 l t?08 : 155-160%). , . 
IR ( )  : 3500-3200, (pH). 1710 (Ca) .  
1 RMN- H (cI 3~~ + MOD. TIIS) : 6 O,%@ _ 1 (5 a ,344. CH3-18) . 1.00 (S 9 3H ,. CH3-19) 
3.40 (1. 1Hs H-3). 4.16 @ ~ ~ ~ X H 2 - 2 1 ) .  - , - s t  , 5.28 (m. 1H. H-6). 
. .  2;: * -  
I?HN-l3c (C13CD + MeOD, TMS): & . --- ? ,  '#61). 31.3 (C-2). 71.4 (C-3) 42.0 (C-4). 
's-:y 
140.7 (C-5). 121.1 (c-6)&.8 (C-7 6 C-8). 32.0 (C-8 6 C-7). 49.9 
1 -< 
(c-9). 37.2 (c-10). 21.0 ;ii-11). 36.5 (c-12). 44.7 (c-13). 56.9 (c- 
14). 24.6 (C-151, 22@v&-1$)8 5992 (C-17), 13.3 (C-18). 19.4 (C-19). g: L,;2. * 
210.1 (C-20). 69.2 (6@4tt1. : rh4:if%. 
EM. mi=(%): 332 (M. 39). 314 (M':'W. &-. 301 (M - Q20H. 81). 273 (fl - cad. 
I f- . 
- - - -  
0 - cad. 1 at., 84), 213 (M - H20 - cad. 
(72). 
,;.; c-:2fb 
<,?* ,,,*E:. 2- . t . 
E l  compuesto 71 (200 ols$sa d i r o l v i 6  en 20 i$t"ik metanol y se agreg6 
una solucidn de 800 ng de jmriobto de sodio en 8 nl de agua. La soluci6n. 
- 
dejada a temperatura ambiente con agitacibn, se enturbi6 err wnos de 5 mt'nu- 
d 
tos y 1 uego aparecib-un precje i  tado. Se ,dcjd 2 hs en tota l ,  luego se volc6 1 .? Y I h- Fa-@ -,, ra 
u- h 
sobre 50 m l  de agua, i e  e i ~ i j o  con cl6+ir$ de meti leno (3 x 50 ~ 1 ) ~  e l  'ex-- ( 
t racto se lavd con agua (2 x 50.+@-J, 8 se secd. 
7 . .  4 '  
. - I  
.-r- ., ,. <-  
Evaporando e l  solvente sc obtuviemn 170 lag de product~9$2 que demostra- I 
ry- 
ron ser holnbgdneos por.ccd; Se ital i zd de etsnol obten&dosi'b p.f. I 
100 a -a?-< , , L .  i -  ' 269-271~50~ (lit. : 270-~a°cj~?.- :+ 
.*.>&$-: 1 . , 
-5 . . . 
i 
I R  (an-') : 3500-2600 (0-H, &~idof,;. '~l710 ( C 4 ,  dcido dimero) .' 7;- ' - 1 
141,O (C-5), 121,3 (C-6 .O'(C-7 6 C-8). 32,2 (C-88-p7),  50,3 
> .  Y 
(C-9)s 37 ,5 (C-1Q)e 11). 36,7 (C-12), 43.9 &-&<bd& (C- 
r * L  - 
149, 24,7 (C-15), 55,3 (C-17). 13.2 ( c - M ~ J  39.5 (C-19). 
,;ys 1 - , 
. 2 
176.7 (C-20). :,.. AT; I 
- - I _  
EM, m/z(%): 318 (M, 100). .#ipy -&), '3#) (11 - HZO. 93), 285 (M - H20 
- CH3 97). 261 * H. 12). 254 (H - CH, - CWH, 14). 




El compuesto - 72 (50 lag) 
* 
:i 
hora. Se volci5 sobre 50 m l  de igua, b agi t 6  10 minutos y se ext ra jo  con clo- 
ruro  de metileno (2 x 30 ml) .  g1 extracto orgdnico se lavd con agua (3 x 30 I 
- * f >  I 
Por ccd del residuo se absery.6 J& que 95% de conversidn en un product0 
' I \  ( 
.. 
menos polar  que e l  de partida. q& .he rec r i s t a l  i z d  de benceno-6ter de petr6- 
- < .  . 
1 eo dando p. f . 253-254OC. 
. I 
. { ' ,  . 
I R  (an-') : 1805 y 1750 (C=O, anhfdrido) , . , 1735 (C=O, ester), 1250 (C-0, ace- 
7 ,  
. -. 
tato)  . - .  .- 
-- 
I - .  
EM, m/z(%) : 343 (M - AcO, .66) ,  34a:$#4: - AcOH. 99). 327 M - A , 22). 
A d l  - CH3C0 - CH3, 21);:255 (M - AcOH - cad. l a t o .  17). 254 (M - 
AcOH - cad. l a t .  - Hs 239 (M - AcOH - cad. Ia t .  - H - CH3, 
. . 
Acido 3pacetoxi  andros t -5-en-a-carboxf l  i co (73J. 
- , ; . A ' ,  
.- 
' - .  
,. ' ' 
#todo A: d': . . " . , ' .  
E l  anhtdrido mixto mg) se suspendid en 2 nT ib p i r i d i -  
- h,'- 
na y 2 m1 de agua y se c a l e n t ~ . * . ' ~ ~ + o r  3 hs. 
2.. , Cid - -r 
, , 
Por ccd se determind que 49- 
-. 
ro & partidai$$ se habra modificido. 
<+ >.- 
E l  8cido .J7 (I - ~ @ $ s d v , 3 6  en., 1. m l  de p i  r i d i  na, se agre- 
I 
. * . ~  ., 
- . . G i , i . .  .: , , ':2 (* , . , 
' , - '. 
.,..b,, 5 ! :y? +& 4-,, . P ? ! ~ * ~ , - %  . A C 
- 1,: %t::.- + - -, .  . ,  '--. I 
- 
/ 
,-- - -- =-- -- - - - -  
_I - 
- ,; T+:~-T<*'~ L. I c). , . > '. 
r -  *: . 
.. ,z - - )L- 
:;+, , $< I '; - - .? ::--', 
- ,. - 
;T ,- ,' ,GI..; 
, - . L r , -  P, 
--- . t a,. <$ I I:* . . gd 1 a1 de anhldride rcLtifo #.  &"%&#. I _ en orcurldad dumnte 20 h s  a tempera- 
. .  * .  
- - 
I T- -+ tura aslbiente. Se v ~ T d  subre IQ .. , , \I 1 &ido clo*fdrico dIluiQo (2 m l  de HCI 
(c) ea 8 11 de agua), sc agitb-'$?. A -  y se exl;ra,$o m cloruro de metile-?. I ,'., A no (3 x 20 111). E l  utracto s% h$!jgg@n a g ~  (4 x 30 .I). be sae6 y por eva- 
+:- 2:. -- 
I pot-@clbn del solvanta re a b t u n : m f d u o  quc nortrd .pop ccd dus mawhas da 
.,:*."I - ' 
I menor polaridad guc el mcsto-&;&~cldl - 72. Cam a e ~ t f  l&clbn deberfa . dar un praclucto fundamentalate,  ri. dlt.chd esta tbcnlca. 
1 Mtodo C: 
I Se us6 1 a misma tgcaica que en el d todo  B, per0 menor cantidad 
I (0,2 ml) de anhfdrido acgtico. E l  resultado bue el misno: dos productos Alenos polares que el de partida. 
I Mtodo D: 
I Se us6 l a  misma Gcnica'pero con 0,l m l  de anhfdrido acbtico. 
E l  resultado fue similar, per0 en este caso habra ademis un producto minori- 
tario de igual Rf que el de partida, indicando una reaccidn incmp'teh. 
*todo E: 
Se repiti6 la t6cnica B, pero con 10s siguientes reactivos: 0,5 
m l  de piridina, 0,5 m l  de icido acetico y 0,5 m l  de anhfdrido acgtico. E l  re- 
sul tado obtenido fue semejante al de 10s ensayos B y C. 
Mtodo F: 
- 1 
- .  . 
E l  compuesto 21 (100 mg) se disolvib en 10 ml  de lcido ac6tico 
caliente y se mantuvo a reflujo durante 72 hs. 
- .- 
.. - 
Se volc6 sobre agua (50 m l  ), se extrajo con cl oruro de meti 1 eno (2 x 30 .. 
ml), e l  extract0 se lavd con agua (4 x 30 ml) y se sec6. 
El producto obtenido por evaporaci6n del solvente result6 ser el corn- 
puesto 73 puro por ccd, que se recristali td de etanol dando un p.f. 248-250°C 
(lit.'": 241-242OC). 
'. !-. ?* 
. .  5 
. ,.. 
C i5. ; :.-:.*.$-. : 
; at- 
- .  
. .I . 
. . 
AP -- 
I R  (6'): 3300-2400 (O-H. (C=O, Bster) , 1710 (C=O, dcido dfme- 
ro), 1260 (C-0. a t 
M-'H: 6 0.76 (s. 3H. CH3-1 (sr 3H, CH3-19). 2.05 (s, 3H, CH3cOO-), 
,, 
4,68 (m, lH, H-3), 5 UJ, M) ,9,W (ba, 1H, COOH) . 
IW- l 3c  (C13CD + MeOD. TMS): 61). 27.7 (C-2). 74,O (C-3), 38,O ( - 4  
139,5 (C-5). 122.1 #W). 31.8 (C-7 6 C-8). 32.0 (C-8 6 C-7). 50.0 
. , 
I 
(C-9) 37.0 (C-10). 20.9 (C-11). 36.6 (C-12). 43.8 (C-13). 56,l (C- 
14). 2495 (C-15)s 23.5 (C-16)s 55,O (C-17)s 13,O (C-18), 19.3 (C-lg), 
- Cloruro de 3$-acetoxtandr~st-~n-l7$-carboxi 1 i l o  w. 
4 . i _ 
: - x 
'. ,* , - * - .ti -J.$$> -*.: Ir:: -- + :  - / C 
, El. compuesto 73 (180 mg) sg ,> suspendit5 en 2 m l  de bencsw 
- .  
- 
-+se l e  , 
* q I 
p - -  ; . --kt *-., ~Fagregb una solucidn de 1 m l  d* ,@druro de o i a l  i l o  en 2 m1 de bemeno Mhidro.. I : pm*-+ 
' r  . t ' ?  .. 3 2 :  
*. - ,- +. I 
. I ., ..,- Se de j d  en reposo, tapado y . a,:-mperatura amblente durante 2 hs. Se eva- , . .  _ - .  . I. 
. 
p o d  a sequedad a presi6n reducida y se completb e l  secado u t i l  itando a l to . .  
vacio . 
: ........ 
. . . .  ;..'Y 
. ,..; +-.-:. ,. 
' - 
. , +. ':", . 
I .<.. 
. . 
I.... . . 
I El product0 asf obtenldo (74) se u t i l i z d  s i n  posterior p u r j f i p c i 6 n i  T -' 
I -.- IR (.an-'): 1795 (C=O, c lo ru rsde  bcido), 1735 (C=O, ester), 125d'(~-0, ace- > tato). 1 -  - - l.. 
b A  48s. ,- J , 
W - ~ H :  6 0.74 (s, YI, ~ ~ ~ - 1 8 ) ~ . 9 , 9 7  (5. 3H. CH3-19), 1.97 (s, 3Hs CH3COO-)s 
C ' ' 
2.81 ( t ,  J=9, 1H. f l - ~ ~ ' ~ 5 5  -,& . (m. 1H. H-3). 5.30 (la, lH, H-6). 
y loo). 305 y 303 (n - ACOH - a3, 7 Y 
21), 267 (M - - HC1, 9), 255 (H &- AcOH - COCI , lo),  
1, 9). 239 (I4 - AcOH - CH3 - COC1 - H, 
M6todo A: . i .. - = ' ? .'. 
" :-+ *,-? 
a) Preparacien del , o de metilmagnesio. 
En un tub0 de 20 cm 9% 10 mn de didmetro con un esmeril macho 
I 14/26, se colocaron 15 ng d;: 
- 2  
'lo previamente desengrasados con 6 ter  y 
$/.- -,: , 
se agregd una ba r r i t a  m a g d t i o l , ~ h c b  --.I.":'. + - - I  en estufa a l l O ° C  durante 1 h r  y se 
tap6 e l  tubo con un tapdn da IR&?J~ . . , /  . hizo vacfo dentro del tubo a traves 
,>.: 
de una aguja i r ~ e c t a d a  en e l  ta@n:%a \I. by. 9 vez ret i rada l a  aguja, se inyectd 1 
>. . . :* 
I B m l  de 6ter  e t i l i c o  anhidro y 1 pl de ioduro de met i lo  (previamente s t  - < -  .-,. L: 
cado por pasaje a travds de u e alGmina neutra de 30 cm de largo). 
21. : 1 :' 
. 1,- ., 
. , 
-. . ' -  
. . 
Se mantuvo con agltrcldk y:&, tura ambiente 1 hora durante l a  cual 
'. ' . 
se consmi6 l a  mayor parte del i $ r ~ & l a ,  resul tando una soluci6n turb ia  de 
, L -  
.$.. . 
, I + - ,  color  g r i s  claro. .rii , 
- .  - L Z : ~ . :  : 
4 ., - , 




En un baldn se colocaron de cloruro de cadmio anhidro y una ba- 
- .  
#-.- 'rrl t a  magngtica. Se tap6 con un:+'k&p6n -_  de Idtex, se h izo vacfo dentro del ba- 
. -  A&. 
lbn  y se agreg6 1 m1 de 6ter  &$@bp~.@nhidro. . .,! ,*- 
A1 t u b ~  que contenfa l a  s~l&@fapn.de ioduro de metilmagnesio se le inyec- 
C' '3 
'I *?;.:%_:' . t 6  n i  trdgeno seco y se extrajo, b solucidn con jeringa, para inyectarla in -  4 - , .  - 
1 rnediatamente en e l  bal6n con cl$@%ide cadtnio. La mezcla de reaccl6n re de- / : . b$;; # 
- j 6  durante 2 hs a temperatura ambiente para completar l a  fonac i6n  de dim- :, * C  r . ,\<fl: -. - -. r;. \ ., - . <..* ,- = ti lcadmio. 
.- 
: I ; \. ,b > I 4 C 4 \ '  ? E 
I r . : ' . -  . . - .  , . *  . ; -;- 
- Id&- .I ,a* lyI -- 
%p&Io con el cloruro de 3$-acetoxian- 
drost-5-en-lt8-clt~xi 1910 
A l a  solucidn de dimetil  6 que contenfa c i ~ r u ~  de cadmio en exceso 
sin disolver, se l e  inyectd dter e t t l i co  anhidro (2 ml) y luego una solucibn 
bencgnica del cloruro de Gcido 74 (189 mg en 1 m l  de benceno anhidro) . 
' . 1-r;~ 
- , A I L &  --; Se mantuvo l a  reacci'6n a -tap.rat"ra ambicnte con agitacibn durante 18 
hs y luego se calentd cui a 50°C durante 1 hora. 
Se vol c6 sobre 20 in1 &.icido clorhidrico acuoso (1: 10) y se extrajo 
* pz.- , .  




-.-. . y se secb. 7 2  . 
< .$ + -J--;. 
0:- - 
. . , 2: ,- -' ,; 
I 
Por evaporacidn del solven,tetese obtuvo un residuo que contenfa aproxl- , I 
madamente 40-50% del producto buscado (75) s e g h  se d e t e r r i d  par ccd. Se 
;': ~ ~ ~ ~ i a t o g r a f i d  en columna de sil icagcl obtenigndose el producto 75 puro (67: 
' *-'k ."+ ": r' "! 
-. !.>IU. : > ,  , .-., -;,--- '..- - > -<,. -, 
-. r a  
.-f+- P. '+ . 
.T .A- J *T,, . '  w<:< < -  
* * I + , ,  *& 2%; -'> ' - - 
< .  Pot. 147-14g°C (etanol ) (I if. zG71 -;:;~-1480~) cd . 
+ ,-* ; g .1: -f Fa: 
5 gs ;aPS 2- . ,+,  - *- r* - .I a 
i & '%:*$;,I~$,IR. (cm-') : 1135 ( C 4 ;  6ster);. 17bgi(~=0, cetona) , 1240 (~-d~:dcebtii$~i . 
-- I 
- 1 
, ,8!dk1~: 6 0.64 (s,  3H, CH3-@). -1.03 (s. 3H, CH3-19). 2,03 (s,  3H, CH3COO-) , I 
I ; - .,. 
,-,- . ' -+$ 
--. +. . * 
4 * -  - - - --> : -. 
.. -, l:k # 
2,14 (s ,  3H, CH3-21). 4,'60 2zNg.7, . .-: (my l H y  H-3). 5,42 (m, 1H. H-61.: 
f',+ I . . , * -  
L; 
. .a. I~ /z (%):  299 [M - ACO. 54),r9[t (M - ACOH, loo), 283 (n - AM - m3, 30). 
I 
- _ ,  
* .  I . : .,<. - -  
- . ', 4 .  .' ' '' 
255 (M - AcOH - COC+,JJ), 213 (M - AcOH - COCH3 - p n i j l ~  D - 
7 - 
1- - 
- 4 : .  "3 f , _, H ,  20). , :  - I .. ;+, - ; Pureza por cgl : mayor que 99,6# re1 1 ena con fase OV-17 3%). 
I <+: ' --- #todo 0: -;,I$*. . - 
-.3 -<- 
.J 4 T ,  
-&. . 
I a )  PreparaciBi W::bro  %2 .>. de meti 1magncSio. *- - A- 
Se hizo utilizando 1a.mis ica y l a  misya cantidad de cada uno de 
' .J. 4t . - 
10s reactivos que en ri1 @todo A,a Ipsg. anterior). 
- 21 i aduro manganoso anh i dro . 
En un bal dn se col ocaron 550 mg de, mnganeso en pol vo, 2,54 g de iodo, 
se tap6 con un tap6n de latex, se hizo vacfo a travgs del tapdn, se inyecta- 
ron 10 ml de 6ter e t f l ico anhidm y se dejd a temperatura ambiente durante 
W.f ms7- @ una noche; la reaccibn fue e d ' i m i c a  inicialmeente y s e  observ6 desaparicidn 
del color metalico del mangangSp .,. . y - aparicibn de una sal rosada. Se inyect6 I 
?*; - I 
nitrbgeno seco, se  extrajo el t e r  con jeringa, se secd utilizando vacio y 
- 
se guard6 seco, a1 vacfo y ed&&rldad. 
c) Preparacidn ioelwro de meti lmanganeso. 
* - 
Se inyectd el reactivo de -~ri$i#rd, preparado en a) ,  a una suspens idn 
de ioduro manganoso (170 mg) q .%A Gaol , de 6ter e t f l ico anhidro, contenida en 
, .- .a', 1 
I . W 2 j A  . un bal6n tapado con tap& de y previamente evacuado. Se agitd con una 
.>Yg$:'g, 
.:.f5>'='-- 
I - .  -. . "barrita magndtica a tedlp&afllk ?Wl&te duratite 2 h s  y re inyectaron 2 m1 , .  + -
. .* 
, - 
de j t e r  etf  1 ico anhidro para t$i-&I,r el ioduro de meti lmanganes~, filrmado. 




- . , * <, T T d  - - I - -  . , .. d) Reaccidn dcl i&m de metilmanganeso con- i$I ~ l o r u r o  & 
t -  
0 .', 
. 2L* I >  A 1 a sol uci dn de ioduro de meti lmanganeso reci en preparada r- c) , se 
, - ;. ' q r <  qr . : r \  , . 
. > ,,. . .f,b I 
, +- , .?,' r % , 
*- 
.. , .L , A T ~ ,  < I  - l e  inyect6 una solucidn del #I&& 'ile lcido - 74 (190 mg) en 2 mFeh"benec~ 
> -.-* <*:* ~.4,.,k a kZ',' I - . - A '  - s*, arjidro. 
A - 
. --7 - 
:; >--- $2 7 - * A  - ' 
,,J-?: <.+' .:' Se mantuvo l a  reaccidn a t a & r a t w r a  ambiente durante 18 hs. % wlcd 
4 
sobre 20 ml de hcido clorhfdrico acuoso (1: 10) y se  extrajo cantnlqfh l a  t6cd 
.,A h i , , J  
:f ,; f ;'- vnica A,c (pbg . .anterior). - ,, r. 
; j -c$i ,  k - 





'cm de largo por 10 mn de digmetro, 
- 
e esmeril 14/26 a 10/30 y un tubo 
Kitasato de aproximadamente 10 m l  de capacidad, con esmeril hembra f 10/30, 
se dlseii6 un equipo de indica en l a  f igura 131. 
-'r ;;?A;. 1 - 
. . 
, . : I,+&,- 
,- -.*.,+ .- 
- a  ,?bV,, 
Figura 13: Equipo de r e a c c i h  o para l a  sintesis de las aetilcetonas 
~. 
..: ' . ; .> 
,+w: 
: : 5.. ,: .. 
I.. 
. 7 . < i, .. 
. .  . 
.. . . 
. . 
a )  Preparacidn del ioduro de metilmagnesio. 
Se colocd magnesio (15 mg), desengrasado con 6ter e t i l ico,  en el fondo 
del tub0 Kitasato y se secaron 10s componentes del equipo de reaccidn en es- 
tufa a llO°C durante 1 hora. 
Se s i  1 i conaron 1 os esmeri les y se  arm6 el equi po de reaccidn. 
Se efectud vacio a travis del tapdn de 1 i tex y 1 uego se  inyect6 una so- 
lucidn de 35 111 de ioduro de metilo (secado sobre pentdxido de f6sforo) en 
1 m l  de 6ter e t i l ico  anhidro (destilado sabre sodio y sobre hidruro de alu- 
ninio y l i t i o  en el momento de usarse). 
Se mantuvo con agitacidn a temperatura ambiente durante 30 minutos, ob- 
servhndose el consumo de casi todo el magnesio. 
b )  Preparacidn del dimeti lcadmio. 
Se destapd el tub0 Kitasato empleado en a ) ,  por l a  parte superior en un 
ambiente de nitr6geno anhidro, se agreg6 rapidamente cloruro de cadmio anhi- 
dro (220 mg, molidos y secados a llO°C durante 1 dta) a travgs de un embudo 
pequeiio con esmeril S 10/30, se  tap6 nuevarnente con un tapdn de vidrio sili- 
. I .  
:- ' 
conado y se  dejd 2 hs a temperatura ambiente con agi taci6n. , ' - z r ,  . 
c) Reacci6n del dimetilcadmio con el cloruro de 38-acetoxian- 
A la  solucidn de dimetilcadmio en 6ter ,  se l e  inyect.6 a traves del ta- 
pdn de lstex (de la salida lateral del tub0 ~ i t a s a t o )  una solucih del com- . *%. w 
puesto - 74 (190 mg) en 2 ml de benceno anhidro. 
Se mantuvo l a  suspensidn a temperatura ambiente con agitaci6n durante 
18 hs y luego se calentd cuidadosamente a 50°C durante otra hora. 
Se agregd hcido clorhidrico (c) (0,5 m l )  gota a gota, enfriando y luego 
se agregd agua (2  ml). Se extrajo con cloruro de metileno (2 x 20 m l ) ,  se 
I ' 
lavd la  fase orgdnica con agua (2 x 20 m l  ) hasta neutral idad a1 papel i n d i -  
cador, se sec6 con sulfato de magnesio anhidro y se evapord a sequedad. 
E l  residuo obteni do (158.5 mg) conten fa aproximadamente 50% del produc- 
to buscado (75) como se observ6 por ccd, estando el resto consti tuido funda- 
mentalmente por otro product0 m8s polar no identi ficado. 
Dicho residuo impuro se cmatograf id en col mna de sil icagel obtenign- 
dose el  compuesto 75 puro (70 mg) . 
Los datos de p.f. y caracterfsticas espectrosc6picas fueron coinciden- 
tes con 10s obtenidos para el mism compuesto, sintetizado por el &todo A 
(pdg . 163). 
Col es ta-5,20(22)-di en-36-01 w. 
a) Preparaci 6n del bromuro de' i sohexi lo. 
En un bal6n se colocd 6cido broslhfdrico 48% p/p (5,6 ml) .con Bcido sul- 
fGrico (c) (1,4 ml), se ailadid isohexanol (5 ml) y por f l  timo se ailadid m8s 
. . 
dcido sulfiirico (c) (1,l ml) lentamente y con agi tacibn. 
Se calentd a reflujo durante 6 hs y se  destil6. Se separd la capa org8- 
nica inmiscible con agua, se lavd primer0 con agua ( 5  ml), luego con dcido 
sulfiirico (c) ( 2  m l )  y finalmente con una solucidn de carbonato de sodto 
acuoso a1 10% (5 ml). Se sect5 durante 12 hs con una pequeRa cantided de clo- 
rum de calcio anhidro (1%) y se destilb sobre pent6xido de fbsforo, obte- 
nigndose bromuro de i sohexi lo puro (4 ml ) . 
112 P.e. : 145-147OC (1 it, : 147-148°C). 
IR (on-') en film: 2900 (C-H) ,  1475 (C-H), 1390 y 1370 (C-H, isopropilo). 
WN-'H: 6 0.91 (d, J=5,5, 6H.(CH;))2CH). 3.34 ( t .  5.7, ZH, CH2Br). 
8) PreparaciBn del B 4so)rexi lmagnes io. 
8rolnuro de irohexf lo  (~,!$@$-@e siladl6 a una ruspensibn dc magnesio 
6 ;:;
-, J'&;- (100 mg) en 6te r  e t f l i s o  anhi&i?bt& br ail) en ambient@ de nltrdgeno seco. 
- *  -, . 
Se calentd a ebull icldn y;&-*mtuvo - -  .. asf., con i l g t t ~ i b n ,  durante 2 hs.  
4 .  . 
Se observd l a  conrmlcl(in dc s parte del ~eagtup?sio y Ir formacibn de 
una solucibn grfs, r T  
c) LacciC &I brobm de f . .. ilmagnesio . con acetato ck pregnenolona 
(75). 
36-Acetoxipregn-5-en-20-ona (acetato de pregnenolona (E) ,  100 mg) se 
I disolvid en benceno anhidro (2 ml) y se inyectd a l a  solucidn de Grignard preparada en b). Se form6 inmediatar~~ente una suspensidn que se  mantuvo a re- 
I f lu jo  por 12 hs .  
I Se agregd dcido clorhfdrico (c) (1,5 ml) gota a gota, enfriando y lue- 
go se aiiadi6 agua (20 ml). Se extrajo con cloruro de metileno (3 x 20 ml), 
-. . . -  I = . - .  
. 1 -  
- kh. . lavd con agua hasta neutralidad (2 x 20 ml), secd con sulfato de magnesio 
I . I - - anhidro y evapord a sequedad. 
- , .  
. 5' la 
- - El residuo crudo consistfa de por l o  menos 4 productos, todos m6s pol a- 
.- ,- , 24 . - - > 
.i-i 
3 ; *\ -2 1 . r,:, < I -.:
- res que el acetato de pregnenolona (x), segiin se estableci6 por ccd. El me- 
I r =  .,' ' ,. - .  = _ p + L ;  , . nos polar y mayori t a r i o  de 1 os 4, se separd por colurnna de s i  1 icagel y se 
I obtuvieron 52 mg, homog6neos por ccd, del product0 buscado (E) ,  el que por 
I ~ t 4 - l ~ ~  demostr6 ser fundarnentalmente el  i s h e r o  E. Se recristal izd de eta- no1 dando p.f. 98-103OC ( i . 135-138OC) . 
I IR (un-l) : 1730 '(c=o, gster)  , 1240 (C-0, acetato) . 
B 1 RMN- H: 6 0,55 ( s ,  3H, CH3-la), 0.89 (d, 5.7, 6H, CH3-26 y CH3-27), 1,01 (s, 
3H, CH3-19). 1,62 (s ,  3H, CH3-211, 3.50 (m, l H ,  H-3). 5.12 ( t a ,  5.7, 
I l H ,  H-22), 5,30 (m, l H ,  H-6). 
(C-14), 24.3 (C-15). 2 7 . 7 - ~ & ~ 6 ) ~  58,9 (617). 12.9 (C-18), 19.4 (C- 
3 -  
19). 133.8 (c-MI. ~ . ~ ~ q ~ g ~ a : j .  125.7 ( ~ 2 2 ) .  24.7 (c-23). 38.7 (c- 
24). 27,9 (C-25). 22.6 (b2()* 22.6 (627). 
EMs o/t(r): 384 (n. 95). 369 (?&-::GI$~ a), 366 (1 - H $ . . ~ o ) .  351 (n - C H ~  
- H20. 50). 299 (I - fl@ -. CgH7, 10). 273 (M - cad. Iat.. 10). 
271 (M - cad. Irt .  - EH, ZOQ09). '258 (M - 5 0  - C#12. 40). 253 (M 
- H20 - cad. lat .  - ?H, 80); 231 (M - cad. lat .  - anlllo D - H. 
20). 229 (M - l$O - ~&&-.'la%.t. - C2H3 + H, 30). 213 [H - Ilp - 
cad. lat .  - anillo D - a, 50). 
38-Hidroxi -58-pregnan-20-ona (65) (1,000 g) se acetild en las condicio- 
nes usadas para obtener el compuesto fi (pBg . 148). 
Se obtuvi eron 1,126 g de product0 77 puro por ccd, que se recri stal  iza- 
ron de etanol, para dar un  p.f. 117-120eC i t 4 :  121°C). 
IR ( )  1735 (C=O. ester). 1700 (C=O. cetona). 1260 (C-0. acetato). 
- ani l lo  D - W3, 5). 
3@,21-Di acetoxi -58-pregnan-20-ona (78). 
E l  compuesto 77 (550 mg) s e  traU) con 2.5 g de tetraacetato de plomo en 
25 ml de benceno anhidro, 1.5 m l  de metanol y 4 ml de eterato de trifluoruro 
de boro, en las  condiciones empleadas para obtener e l  compuesto - 70 (pag . 157). 
Se obtuvo un residuo que se  crmatograf i6  en columna de s i l  icagel , dando 
450 mg de product0 78 homoggneo por ccd, que se recr is ta l  izaron de etanol- 
agua; p,f.: 115-118OC  lit?": 145446°C). 
IR (an-'): 1750 (C=O. (ster).  1730 (C4. ester) .  1710 (C4.  cetona). 1250 y 
1230 (C-0, acetato) . 
1 RMN- H: 6 0.66 (s. 3H. CH3-18). 0.98 (s. 3H. CH3-19), 2.06 (s ,  3H. CH3COO- en 
C-3). 2.17 (s ,  3H. CH3COO- en C-21). 2.53 ( t ,  J=8.5, 1 H .  H-17). 4.50 
(d. J=17. 1H.  H-21). 4.74 (d. J.17. 1 H .  H-21). 5.08 (m, 1 H .  H-3). 
- 6  30.6 ( C - 1  25.0 (C-2). 70.5 (C-3). 30.7 (C-4). 37.2 (C-5). 26.1 
(C-6) 9 26.4 (C-7). 35.6 (C-8), 38.9 (C-9). 34s9 (C-10). 20.4 (C-ll), 
39.8 (C-12). 45.0 (C-13). 56.9 (C-14). 24.5 (C-15). 22.6 (C-16). 59.4 
(C-17), 13.3 (C-18). 23.7 (C-19). 203.4 (C-20). 69.1 (C-21). 21.4 y 
21.0 (cH3COOR). 170.4 y 170.0 (CH3L0OR). 
EM. ./z ( X )  : 418 (M. 3). 358 (M - AcOH 23) 345 (M - CH20Ac. 88) . 298 (M - 
f 
F 
2AcOH. 8) ,  285 (M - A8H- - CH20Ac, 9). 257 (M - AcOH - cad. 1 at.  , 4 
98). 215 (M - AcOH - cad. l a t .  - anil lo D - H ,  6). 75 (100). 
I 





El compuesto (450 mg) i; dlrolvid en 30 ml de etanol cal iente y se 
agregd 0.1 m l  de dcido sulf f r ico (c). Se calentd a reflujo durante 16 h s  y 
se  volc6 sobre 150 m l  de agua. Se extrajo con dter  e t f l i co  (2  x 50 ml), el  
extract0 se  lav6 con agua (3 x 50 ml) y se  secb. 
Por evaporaci6n del solvente se obtuvieron 335 mg de producto 79 puro 
por ccd , que se  recr i s ta l  i zaron de etanol dando un p. f . 138-1409C. 
IR (an-'): 3500-3200 (O-H), 1700 (C=O, cetona). 
RMN-13c: a 29.9 ( C - 1  27.7 (C-2). 69.3 (C-3). 33.4 (C-4), 36.4 (C-5). 26.2 
(C-6), 26.5 (C-7). 35.6 (C-8), 39.7 (C-9). 35.1 (C-10). 21.0 (C-ll), 
38.9 (C-12). 45.0 (C-13)s 5688 (C-14), 24.5 (C-15)s 23.8 (C-16). 
59.4 (C-17), 13.5 (C-18)s 23.0 (C-19), 210,l (C-20). 6699 (C-21). 
EM, m/z(%) : 334 (M, 1) , 303 (M - CH20H, 100). 257 (M - H20 - cad. l a t  . , 99), 
215 (M - H20 - cad. l a t .  - ani l lo  D - H. 4). 
T 
Acido 3phidroxi -58-androstan-U@-carboxfl ico m. 
f . . -  
. + 
-%,L', 
El compuesto 79 (500 mg) se disolvid en 50 ml de metanol y s e  agregd 
una soluci6n de 2 g de periodato de sodio en 12 m l  de agua. Esta solucibn, 
en las  condiciones empleadas para obtener el product0 - 72 (pbg. 159) condujo 
a1 compues t o  buscado 80 (420 mg) , puro por ccd, que rec r i s  t a l  i zado de etanol 
116 d io  un p.f. 240-242OC ( l i t .  : 226-228OC) 
I R  (an-'): 3500-2500 (O-H, Bcido), 1700 (C=O, fc ido  dfmro) .  
1 RMN- H (C1 3~~ + MeOD, TMS) : 6 0.71 (s , 3H, CH3- 18). 0.97 (s , 3H, CH3-19) , 
4,09 (m, lH, H-3). 
3696 (C-5), 2694 (C-6), 26,7 (C-7), 36,O (C-8), 40,O (C-9), 35,3 (C- 
10)s 21,l (C-11)s 38,7 (C-12); 44,2 (C-13), 56,3 (C-14), 24,6 (C-15), 
23,9 (C-16), 55,4 (C-17), 13,4 (C-18), 23,9 (C-19), %I79 (C-20, en- 
mascarado con fondo) . 
EM, m(%): 320 (M, 4), 305 (M - CH3, 17), 302 (M - H20, 100). 287 fM - H20 
- CH3 , 6 0 ) ,  257 (M - H20 - COOH. 5). 215 (M - H20 - COW - ani 1 lo 
I < .  
D -  H.48). 201 (M-H,O-COOH-ani l l oD-CH3,5 ) . -  ~ , .  
. . 
Aci do 313-acetoxi -50-androstan-178-carboxfl i co (81. 
E l  hidroxidcido 80 (220 mg) se d i so l v i d  en fc ido  a c i t i c o  (20 nl) y se 
calentd a r e f l u j o  durante 24 hs. 
Se ex t ra jo  e l  product0 de l a  reaccidn con l a  tecnica u t i l i zadg  c .:. para e l  
. 
compuesto 73, mgtodo F (pBg. 161). 
E l  residuo obtenido se cromatografid en co l  umna de s i  1 icagel , a i s l  bndo- 
se 190 mg del producto 81 puro por ccd. Se r ec r i s t a l i z6  de etanol acuoso ob- 
teniindose un p.f. 167-16g°C (1 it. 162-174OC). 
I R  (cm-'1: 3300-2500 (O-H, Scido), 1750 (C=O, ester), 1700 (C=O, Scido dlme- 
ro), 1250 (C-0, acetato). 
J L  I ,  
7 *..,.> v . 5.10 (m, 1H. tt-3). ..*-.p;v 9 - <  
''.s,$*;.4 . 
RMN-13c: 6 30.6 ( I  2 (t-emli6 YC-3). 30,8 ( 4 )  . 37.3 (C-5). 26.2 
. . :.y; 
(C-6). 26.4 (67). 36.&&);' 40,0 (C-91, 35.0 (C-10). 20.9 (C-11). 
8 .  
38.4 (612). 4 . 4  ( C - ~ ~ ~ * X  - + - 4 )  24.5 (C-15). 23.8 (C-16). 
kllF,  3 - 
55.2 (C-17) . 19.4 .(C-~PP,'&,S (C-19). 179.2 f C-20). 21.5 (CJH3COOR). 
170.5 (CHpR). 
a. ~4%): 302 (n - kw;  351. 287 g - AM - at3. IS). 215 (n - ACOH - 
COOH - anillo D - H, (IQO). 
C l  oruro de 36-acetoxi -5~-andros tan-17~-carboxi 1 i 1 o (82J. 
E l  compuesto - 81 (180 mg) se suspendid en benceno anhidro (2 m1) y se 
agregd c loruro de oxal i l o  (1 m l  ). Se dejb en reposo. tapado y a tesnperatura 
ambiente durante 2 hs. Se evapord a sequedad y se u t i l i z e  s i n  poster ior pu- 
r i f i cac idn.  . . 
I R  (an-'): 1795 (C=O. cloruro de addo). 1730 ( C d .  b t e r ) .  1250 (C-0. ace- 
tato)  . 
Se efectud l a  reaccidn del c l  oruro de 3pacetoxi  -56-andros tan-178-car- 
b o x i l i l o  (82) - (190 mg) con dimetilcadmfo, enpleando l a  misma tgcnica u t i l i -  
zada para l a  sTntesis de acetato de pregnenolona. &todo C (pbg. 165) y las  
m i  smas cantidades de reactivos descri ptas en d i  cha tgcnica. 
E l  residuo f i n a l  obtenido (165 mg) mostr6 una conversidn de aproximada- 




Los datos de p. f . y mra f e s p e c t r a s ~ p i  cas f u e m  coi nciden- 
tes con aqugllos obtentdos pap& canpuesto sintetizado por acetila- 
ci6n (pbg. 170). *Zit' :: , - . > 
r c '-c 
-.  . -y'- 
, - J  a :* 
.I , >-- 
H)-~oles t-20(22)-en-b-oI. (@fs ' 
38-Acetoxi-58-pregnan-20-ona (77) (50 mg) se  d i  sol vid en benceno anhi - 
dro (1  m l )  y se inyect6 esta solucidn a una solucidn etgrea de bromuro de 
isohexilmagnesio preparada como se indic6 para el compuesto - 76 (pbg. 169) 
con 0,25 ml de bromuro de isohexilo y 50 mg de magnesio. Se formd innedia- 
tamente una suspensidn que se mantuvo a reflujo por 12 hs. Se ajregd bcido 
clorhfdrico (c) (1 ml ) gota a gota y enfriando sobre hielo; luego se  agreg6 
agua (20 ml), se extrajo con cloruro de metileno (3 x 20 ml), se lave l a  fa- 
se orgbnica con agua hasta neutralidad (2 x 20 m l ) ,  se sec6 el extracto et6- 
reo con sulfato de magnesio anhidro y se evapord a sequedad. 
El residuo crudo presentaba, por ccd, por lo rnenos 4 productos, todos 
d s  polares que el compuesto de partida (71). - Se separaron por ccd prepara- 
tiva de silicagel 10s dos productos de mayor Rf que eran mayoritarios. De 
estos dos productos, el de menor R f  (15 mg) se disolvi6 en etanol (10 m l  ) , 
se agreg6 bcido sulfGrico (c) (0,2 ml) y se calentd a reflujo durante 3 hs .  
Esta solucidn se volcd sobre agua (20 ml), se extrajo con cloruro de metile- 
no (3 x..30 mi), se lave el extracto con agua (2 x 20 i n l ) ,  se sect5 y se  eva- 
pord el sol vente. El producto obtenido ten fa igual comportami ento cromato- 
grbfico que el producto de mayor Rf que se habfa obtenido en el  residuo cru- 
do anterior. Se juntaron esas dos fracciones dando 26,5 mg de producto puro 
por ccd. 
&I:*. . - 
Estc producto no crlgtali&!* IPI(-'~C sr a r t ab l ec i l  quc consistfa 
- . %.i ,  
y,, -2 
*L,;:,. . fundamentalrnente del l&bm% E. - .  =-, 
, . 
- 
(M - HP - cad. -lat..,5), ,218 (M - H20 -.cad. lat. - &$13a 0 - 
I + 56-Col es tan-38-01 w. (Coprostanot ) 
.. 9, 
B. .. , ; La mezcla de olefinas isom6ricas (83) - (6,5 mg) s e  disolvid en acetato 
. . . de e t i l o  (5  ml) y se hidrogen6 con paladio 10% sobre carb6n por 5 hs  a tem- 
1 . . peratura ambiente y presidn atmosfgrica. Se f i  1 t r d  para el iminar el catal  i- 
zador y se lay6 Bste con acetato de etilo. 
Por evaporacidn del solvente se obtuvieron 6 mg de producto puro por 
ccd. Este producto (84) - era una mezcla de epimeros en C-20. .Se rec r i s t a l i zd  
de etanol para dar un p. f . 98-9g°C (1 9 t. J18 : 10I°C). 
. * 
- s*. 
, . IR (cm-l) : 3600-3200 (O-H) . I ._ 
.*' 
6H. CH3-26 y CH3-27). 1.02 ( s ,  3H. CH3-19). 4.14 (ma l H ,  H-3). 
R E F ( - ~ ~ c - ~ ~ ~ ~  el  epfmero 20-R: 6 29.9 ( C - 1  27.9 (C-2). 67.1 (C-3). 33.5 (C- 
4). 36.6 (C-5). 26.3 (C-6). 26.7 (C-7) 35.7 (C-8) 39.8 (C-9) 9 
35.1 (C-10). 21.1 (C-11). 40.3 (C-12). 42,7 (C-13). 56,7 (C-14). 
24.2 (C-15). 28.3 (C-16), 56.4 (C-17). 12.1 (C-18). 23.9 (C-19)s 
35.8 (C-20). 18.7 (C-21). 36.2 (C-22). 23.9 (C-23) 39.5 (C-24) 9 
28.0 (C-25). 22.5 (C-26). 22.7 (C-27). E l  espectro muestra tambiCn 
seRales correspondientes a1 epimero 2 0 4 ,  en 10s carbonos 17, 18 y 
20 con ~6 * 0.3-0,4 ppm. 
EM, m / % :  388 (M, 94). 373 (M - CH3. 49). 370 (I4 - H20. 17). 355 (M - CH3 
- H20. 24). 316 (M - H20 - C4H6, 3). 273 ( M  - cad. Ia t .  - ZH. 
64). 257 ( M  - H20 - cad. lat . .  9). 255 ( M  - H20 - cad. l a t .  - 2H. 
14). 248 (M - cad. l a t .  - C2H3, 12). 233 (M - cad. l a t .  - ani l lo  
D - H ,  100). 215 (M - H,O - cad. l a t .  - ani l lo  D - H. 72). 201 
(M - H20 - cad. l a t .  - ani l lo  D - CH3. 12). 
Se u t i l  iz6 nuevamente l a  tknfca C usada para la  s fntes is  &I compuesto 
75 (pbg. 165). con l as  diferenclss gue re indican a continuacih: 
-
En lugar del tubo invertido m~trado en el esquema de l a  f igura 13a. se 
coloc6 otro tub0 de forma siraSlar que contenl'a en su in te r io r  (protegido por 
14 un cierre  de vidrio) 1 mCi de 1 ti foduro de metilo de actividad especffica 
58 mCi /mino1 (figura 13b). 
a) Preparacidn del ioduro de meti lmagnesio radiacti  vo. 
Como en l a  tecnica C mencionada (pbg. 165), se  secaron 10s componentes 
del equipo de reaccidn (incluidos 15 mg de magnesio), se  mont6 dicho equipo 
y se  hizo vacfo a traves del tapltin. 
Se inyect6 una solucidn de 20 ~1 de ioduro de metilo (anhidro, secado 
sobre peht6rid&de fdsforo) e n  1 d de 6 t e r  e t f l i co  anhidro (secado sobre 
. . 
. . 
sodio y sobre h id ru ro  de dunin io  y l i t i o  y destilado antes de usar). 
Se mantuvo con agitacidn durante 30 minutos, lapso durante el  cual se  
consumid parte del magnesio y s e  form6 una solucidn de color g r i s  c lam.  
Se congeld el  medio de reaccibn, sumergiendo el fondo del tub0 Kitasato 
en a i r e  liquido. 
La barri t a  magngtica ubicada en l a  parte superior del equipo, que tenfa 
un di8metro mayoreque el  paso que permitfa el  menor esmeril y de esa manera 
no podfa caer en el  tubo Kitasato, se  movi6 con ayuda de un i d n  externo, de 
t a l  modo de romper e l  c ier re  :de vidri.0 del t ub0  invertido que contenfa el 
Mientras se rnantenfa congelado e l  fondo del t ub0  Kitasato, s e  calent6 
con una micro1 lama el tub0 invertido, flame8ndolo durante 15 minutos, p a 6  
asegurar por diferencia de presi6n el pasaje del reactivo radiactivo a1 tub0 
K i  tasato. - 
Sa inyectd el  resto de ioduro de metilo no marcado (13 ~ 1 )  y se dej6 
. . .  I .  
l legar a temperatura.. ambiente.Se . .  continud . l a  agitaci6n durante otros 30 m i -  
nutos y de tisa manera se  ronsumid prdcticarnente todo el  magnesio (que estaba 
en un l igero exceso.). 
b) Preparacidn del. dimetilcadmio radiactivo. 
Se repit id el metodo C, parte b (pbg. 167) a par t i r  del reactivo de 
Gri gnard recign preparado. 
1 
do 82 (I80 asg) en lugar da 74. . 
El s6l ido obtenido (170 q) qim%enQa proxIma&@w~W rK)-58X del produc- 
t~ buscado (m c m  se c r t a b l ~ ~ d  w:tod. La act1vid.d copecfftfa del pro- 
d u c t ~  crude era 8.90 x lo6 dwmg J. eh consccwncia. s u  rctfvidatd total 1.51 
x lo9 d p .  , 
Por cronatografia m coluna 'd. rflicapel se obtuve el producto 85 puro 
(68 mg). 
114 P . f .  117-119°C ( l i t .  : 121°C). Actividad especifica: 8.60 x lo6 dpm/mg 6 
3.10 x 10' dpm/rm~)l 6 1,40 mCi/mml. 
lo Recristalizacidn (etanol): p,f. 117-120°C. Actividad especffica: 8.75 x 
lo6 dpm/mg 6 3.15 x 10' dpm/nrol 6 1.43 mCi/naol. 
Z0 Recrl s ta l  i zaci6n (etanol) : p.f. 117-119°C. Actividad especff ica: 8,72 x 
lo6 dpm/mg 6 3.14 x 10' dpn/mol 6 1.42 mCi /ml . 
Las caracteristicas espectroscdpicas (IR, EM) fueron coi ncidentes con 
aqugllas del compuesto no marcado 77. 
El cmpuesto (5.0 mg) se disolvid en etanol (10 ml ). se agregb dcido 
sulfhrico (c) (3 gotas) y se calent6 a reflujo durante 24 hs. 
Se volc6 sobre agua (30 m1) y se extrajo con cloruro de metileno (3 x 
20 m1 ). Luego de 1 avar el extract0 con agua, secarlo y evaporar el solvente. 
.-& ,. -;. ' 
? .  
-: I.!'. 
, ' * I  
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- . ~i 
se obtuvo un residuo que se puMf'@# .. . por ccd preparativa sobre s i  1 icagel , 
_-I * 
aisldndose 2,85 mg del praductg (86) puro. Se r e c r i s t a l i z d  de etanol 
7 
-
-*' , $488 
obteniendose un p.f. 141-l44OC (,'Eei - : 149°C). 
Actividad especffica: 10.12 x lltd d@#&ig 6 3.22 x 10' d p m / m l  6 1.46 lCi/ 
mnol . 
Los datos espectroscdpicos ( IR, EM) coincidieron con 10s del compuesto 
no marcado 65. 
E l  producto 85 (50 mg) se d iso lv id  en benceno anhidro (1 m i )  y se inyec- 
t d  esta solucidn a una soluci6n etgrea de bromuro de isohexilmagnesio s i -  
guiendo l a  tgcnica usada para obtener e l  compuesto - 83. E l  residuo crudo de 
l a  reaccidn de Grignard se d iso lv id  en etanol (10 m l  ), se agregd dcido sul- 
fBr ico (c) (0,2 m l )  y se calent6 a r e f l u j o  durante 3 hs. Se volc6 sobre agua 
(20 m l ) ,  se ex t ra jo  con c loruro de meti leno (3 x 30 ml ) ,  se lavd con agua 
(2 x 20 m l  ) , se sec6 y evapord e l  sol vente. 
E l  nuevo residuo se cromatografi6 en p l  aca preparativa de s i l  icagel , se- 
pardndose el compuesto de mayor Rf, que era e l  producto 87 puro por ccd (27 
mg) y que no c r i s ta l i zb .  
6 Actividad especifica: 8,36 x 10 dpm/mg 6 3,23 x 10' dpm/ml  6 1.47 m C i /  
mnol . 
Las carac ter fs t i  cas espectrosc6picas ( IR ,  EM) coincidieron con las  del 
product0 no marcado - 83. 
E l  producto 87 (27 mg) se d iso lv id  en acetato de e t i l o  (10 m l )  y se h i -  
- 
drogend a temperatura ambiente y presidn atmosf6rica con catalizador paladio 
10% sobre carbdn y durante 5 hs. 
Se f i l t r d  a travgs de un c r i so l  f i l t r a n t e  y se lavd t s t e  con acetato de 
e t i l o .  Por evaporacidn del solvente se obtuvieron 27 mg de producto 88 puro 
118 por ccd, que se rec r i s t a l i zd  de etanol para dar un p.f. 95-98OC (lit. 
Actividad especffica: 8.10 x lo6  dpm/mg 6 3.15 x 10' dpn/anol 6 1.43 mCi /  
Los datos espectroscdpi cos ( IR,  EM) fueron coi  ncidentes con aquel 1 os 
del producto no marcado 83. 
INOCULACION DE PROOUCTOS ~ T A ~ ~ I V O S  A ANIlWLES INTACT5 
a) Acido 1 2 . ~ ~ ~ 1  mevalinico (22) caoo sal  de DBED CN,N1-dibencileti- 
lendi  mi na) . 
E l  compuesto radiact ivo (20 mp, 7.2 10' d p l m l )  se d iso lv ib  en 10 
m l  de agua y se inyect6 1 m l  de l a  solucidn a cada uno de diez sapos Wcfo 
La inyeccidn se real  i z 6  en f o r m  subcutLnea en 1 a regi6n inguinal de 
cada sapo. 
Los animales se mantuvieron en un recip iente comSn con circulacS6n de 
agua y fueron alimentados en forma forzada y peribdicamente con came vacuna 
cruda. 
Luego de 1 4  dias, se extra jo e l  Yeneno de nueve sapos (previo colapro- 
bar que e l  mismo era radiactivo, por medicign de una muestra) que una vez 
seco (ver pLg.l05), pesaba 9,100 g y tenia una act iv idad.especif ica de 11 
dpmlmg 
El  veneno seco se moli6 con arena y se ext ra jo  en un Soxhlet con una 
mezcla de cloroformo y metanol (95: 5) durante 12 hs. 
Por evaporaci6n del solvente se obtuvo un residuo (2,490 g) con una 
act iv idad especif ica de 48 dpfmg. 
Dicho residuo se cromatografi6 en colurnna de a l h i n a  (eluida con ben- 
ceno conteniendo cantidades crecientes de cloroformo) y se obtuvieron l as  
siguientes fracciones en e l  orden indicado: "y-si  tos tero l "  (ver pbg.105; 
126 mg, act. esp.: 978 dpmlmg) . hufalina (35) (act. esp.: 8 dpm/mg), mari- 
nobufagina (24) - (act. esp.: 3 dp[lOg) y telocinobufagina (25) (act. esp.: 
La iinica fraccidn signif icatfvamente radiactiva, I1y-si tosterol " , se 
separ6 en sus ester01 es componentes como se i n d i  ca posteriormente. 
Uno de 10s animales fue sacrlficado y se l e  extrajeron el higado y la 
vestcula bilfar. Esas vfsceras se cortaron en pequefios trozos en un  vaso con 
metanol y se  realizb una reaccibn de saponificacidn con hidrhido de potasio 
4% en metanol, 
La f racci6n insaponif icahl e obtenfda por extraccidn de la  sol ucidn a1 - 
calina con gter de petr6leo constituyd un residuo amarillo. 
Por cromatograffa en colurnna de a l h i n a  eluida con acetona, se obtuvie- 
ron 31 mg de un producto homoggneo por ccd, con caracteristicas cromatogrh- 
ficas idgnticas a las de colesterol, 
Se recristalizd de etanol obtenIQndose colesterol puro (p . f .  145-147°C; 
1 it. '" :149OCI de actividad espectftca 7.1 lo4 dpm/mg (2.7 lo7 dpll/mnol) . 
que se  aceti16 en las  condiciones usuales Cl ml de piridina + 1 m l  de anhi- 
drido acgtico, a temperatura amhiente durante una noche), para dar acetato 
de colesteml [p . f .  117-llP°C; i t  : 116OC) de actividad especifica 2.6 
< & :* I . -  *: 
4 2 "- l d d p m f m l  . 
a l l  separacidn de 10s componentes del "y-sitosterol " obtenido de l a  
experiencia anterior. 
Intento de separacidn por cromatografia gaseosa preparativa: 
Se prepararon soluciones a1 1% de colesterol , de sitosterol y de estig- 
masterol. Una mezcla de las tres soluciones se intent6 separar por cromato- 







de conductividad tiirnica y una pd&d colcctora de fracciones. 
Se us6 una colmna con fase fj$a OV-17 3%, analftica de 3 m de didme- 
tro externo (debido a la  peq~&-untidad dc u e s t r a  a separar) que permitid 
la  resolucidn del cromatograna .+. tres bandas raronablemente separadas. 
La coleccib de lor v a p o c ~ . * i  . . la  sal idr  del detector y su posterior an&- 
lisis por cgl p e n i t i b  ccunprohr (a pewr de repttr l a  experiencia varias 
veces) que se producian merclas en la etapa de coleccibn. 
Esto podf a deberse a algma mla ~peracidn del equipo o a que 1 a unidad 
colrctora estd dfseilada para sepu*r canticlades mayoms do rustancias, u t i -  1 
1 itando para el lo columnas prgpar.lcvas, pop ejmplo de 8 m de d i h e t n ,  i n -  
terno . 
Separaci6n por cromatograf Fa 1 iqutda de a1 ta  resol uci6n: 
Se prepard una soluci6n de 1 mg de "y-sitosterol" (act. esp. 978 dpm/mg) 
en 1 ml de acetonltrilo purificado y bidestilado. Se f i l  tr6 a travQ de f i l -  
tros Millipore de 0,45 g m  y se efectuaron t res  inyecciones de 100 j11 cada una 
de esta soluci6n, en un cromatdgrafo 1 iquido de a1 ta  resolucibn, en fase i n -  
L 
versa, con un solvente de elucidn acetonitrilo-agua (85:15). 
En cada uno de 10s tres cromatogramas se detectaron cuatro bandas co- 
rrespondi entes a colesterol (g), campesterol ( 3 ) ,  - estigmasterol (4) - y si tos- 
terol [5), - segiin su valor de tiempo de retencidn cornparado con el de tes t i -  
gos autiinticos. 
Se col ectaron juntas 1 as fracciones correspondientes a 10s mims este- 
roles en 10s t res  cromatogramas. 
Se verificd por cgl que correspondfan a sustancias puras (aunque en el 
caso de estigmasterol no se detectb) y se midid la radiactividad de una a l i -  
cuota de las mismas. 
Para conocer la  actividad especifica dehia conocerse l a  masa de cada 
fraccidn que se calculd a partir  de l a  masa inicial de producto inyectado 
en el cromatdgrafo liquid0 (0,3 mg) y de l a  composicidn de l a  solucidn i n i -  
cia1 . CsegBn se vio por cgl , la  relacidn colesterol : campesterol : si tosterol 
resul t6  45: 29: 261, 
De esa mhnera se obtuvieron l a s  siguientes actividades especTficas: 
1720 dpm/mg para colesterol , 113 dpra/mg para campesterol y 66 dpm/mg para 
sitosterol. 
9 El product0 - 69 (52 mg, 1,20 10  dpm/mnol) se suspendid en una mezcla 
de 1 ml de Tween 80 y 4 m l  de agua. Se inyectaron 0,5 m l  de dicha suspensidn 
a cada uno de diez sapos Bufo pa2lcrenemis. 
Las condiciones experimentales Cforma de inoculacibn, mantenimiento de 
10s animales, coleccidn del venenoi fueron 1 as mismas que las de l a  experien- 
cia anterior. 
Luego d e  40 dias se extrajo el veneno de dos animales separadamente. 
En ambos casos el veneno resul td inactivo y se dio por final izada la  
experiencia . 
Este producto comercial de actividad especffica 1.2 1011 dpm/mol 
fue inoculado en las condiciones antes presentadas, a dos ejemplares machos 
7 del sapo mfo a r m  [0,29 ~ g ,  9 10 dpm a cada animal 1. 
' I . . , - .  1 . . -- . .f - a,, * ? ,  
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~ i c h o  product~, re provee .ti+ de rrna solucidn benc6nica, de l a  cual, 
l a  a1 icuota correspondiente a 1 tkseada sc evapord a sequedad y se d i -  
- I 
solvid M 0,5 ml de aceite de n&i$Ypora ru inoculacibn. 
E l  veneno se extrajo en l a  indicada (uer pap. 72) a 10s 9, 15, 29, 1 
98 y 129 dfas de l a  inowlacibn, ~ ~ 1 ~ ~ n d m c  en todos 10s casos veneno ra- I 
diactfvo. Los valores de a c t i v 9 M  &jSeffica de 10s wearenos fueron: 24, 155, I 
- 
9 El compuesto radiactivo (862 de actividad especifica 3.14 10 dpm/laml 
6 fue inoculado a dos sapos machos Ruf' are- (0,43 mg, 4,3 10 dpn a cada 
animal), en forma de soluci6n en aceite de malz @,5 ml a cada uno). 
Esta experiencia se  realiz6 conjuntamente con la anterior y en iguales 
condiciones . 
E l  veneno obtenido a 10s 15, 29 y 98 dias resul t6  inactivo. 
Esta experiencia efectuada con sapos Bufo a r e m ,  fue realizada en 
i '  . 
paralelo con las  dos anteriores. 
- 
9 E l  product0 88 con actividad especffica 3,00 10 dpmfmnol se inoculd a 
7 dos ejemplares machos del sap0 mencionado [1,45 mg, 1,l 10 dpm a cada ani- 
mal, en 0,5 ml de aceite de maiz). 
Se extrajo veneno a 10s 15, 29, 98 y 129 dias. En 10s casos en que este 
era radiactivo C98 y 129 d i a s ) ,  se colecM todo el veneno posible por presi6n 
manual de las glindulas parotoi&ifk-idc a m h  aniinales separadamente. Las ve- 
nenos presentaban act1 vidades esp&f?Icas (proraedio de &s animales) de 
19 y 24 dpm/mg respectivamente. - 
Coao se trataba de poca m~.&.ra~no (87 mg en total a 10s 98 dias y 
. . 
105 ag a 10s 129 dias) , se decidi&snl(r el provenientl de r b o s  s a p s  y ob- 
tener luego 10s extraetas c l o m P ~ m r e t a n b 1  icos de 98 y de 129 dias. 
En este caso 1 os extractas con* cl01"6form+ue~nol (45: 5) cormspondien- 
tes a la colecciiin a 10s 98 dOas (- sapos] y .a  10s 129 dfas (10s rsisnos 
saps, colectando el v e m  residual y el que pudiera habeme sintetizado en 
10s 31 dias de diferencia) se obtwlwun por agitacidn a 50°C de 1m venenos 
secos con la solucih c l o m f 6 r m i c o ~ t  ica durante 1 hora y posteriot fil- 
tracf 6n . 
Por evaporacidn a sequedad de tas soluciones filtradas se obtuvieron 
10s co~respondientes extractos de W .y 329 dfas que pesaban 33 y 41 ing res- 
peettvamente . 
Arnizos extractos se cromatograf iaron en capa delgada preparativa (sol- 
vente de desarrol 1 o, c1 oroformo-metanol , 93: 7) obteniendose en cada pl aca 
cuatro zonas bien definidas y un residuo en el origen. 
Se eluyeron las cuatro zonas con cloruro de metileno-metanol (80:20), 
se midieron sus actividades especificas y se analizaron por ccd utilizando 
testigos de bufadienbl idos, colesterol y coprostanol y 10s siquientes sol - 
ventes de desarrollo: cloroformo-metanol (93:7), acetato de etilo-metanol 
(97:31  y acetato de etilo. 
La fracciBn eluida, mayoritaria en masa (3,2 y 3,3 mg para 10s dos ex- 
tractos respectivarnente) result6 ser arenobufagina pura (ver pbg. 8). , uno 
de 1 os principales bufadienbl idos en el sap0 h f o  a r m .  
valor de Rf, color caracter is t icq de l a  mancha en e l  cromatograma a1 u t i l i z a r  
como revel ador dcido sul f t r i c o  3 :,&lentamiento a l l O ° C ,  vel ocidad de apari - 
cidn del color  y cambio del misat&'& e l  tiempo (incoloro y sdlo v i s i b l e  a l a  
luz  UV en un comienzo, a amarilia-.intenso luego) . Las propiedades fueron coin- 
cidentes con l as  de l a  muestra au&Vica de arenobufagina con todos 10s sol- 
ventes de desarml l  o elegidos. 
f 
De las  otras fracciones eluidas (de menor masa en todos 10s casos) se 
pudo detectar por ccd en l as  condiciones mencionadas y con 10s testigos co- 
rrespondientes, que una de e l  las  consist fa en una mezcla de por l o  m o s  t res  1 
compuestos, entre e l  10s bufal ina y mrinobufagina (ver *g. 8) . 0- be l a s  
f racciones e l  uidas contenla una tnezc;la, de arenobufagi na y t e l  ocinobuf aglna 
(ver pdg . 8). 
Para ambos extractos Cde .98 y J29 .dIas) todas estas f racc ionw ra- 
. L -  1. 
diactivas,lo que indicaba un valor dB tncorporacidn def in ido aunque pequeb 
. . 
-, 
. . del trazador radiact ivo en 10s buPadienSlidos (ver pbg. 110). 
.. . 3 
a) Experiencia de inoculaci6ri' % ~J- '~c (  acetato de 'iodio y 15- HI wva- 
lonol actona a cortes de tejido 'de gl-la parotoide. 
Se usaron ejemplarci 'adultd~rrsbrar del sap0 Bufb -, que pe- 
saban aproximadamente 100 g y que se mtuv ie ron  a 22-24°C durante 10s 30 
. -' : 
dias previos a l a  experiencia, coi  -p~rjodos de luz de 12 h s  diarias, sin a l i -  
mentacih pen, con suficiente agua. ' 
Se sacrificaron dos de dichos animates por decapitacibn, se separaron 
las glgndulas parotoides, s e  l e r  qultd l a  plel y s e  cortaron en tr02t)lr' \o  d s  
del gados posibles con un b i s t u r i .  A w ,  se  les e x t r a 0  el higado, del cual 
se obtuvieron tanbi6n cortes de  to^ i66. 
Estas labores s e  real izaron con 10s dos sapos separadamente atmqp&m . 
igual es condiciones , 
r 5 .' 
-. . 
Durante toda l a  etapa de l a  preprac$bn de 10s cortes de t e f t ~ , .  & a n -  
tuvieron 10s mismos sobre cdpsulas de Petri refrigeradas sobre hielo. . . _  , : 
Se prepad una so luc ih  de incubacibn ( P H s  minimum essential a e d i u  
segC ~ a ~ l  e l J g )  que contenia sal as, amino6cidos esencial es y gl u&%tre 
- . 
otros canponentes, aungue con el  70% de l a  foncentracien nornalmen4%kirrrrrm- - - .- 
1 1 
72 :- . dada para tejidos de mainifem . . , 
Dicba soluci6n se  equil ibr6 eq a w s f e r a  de oxip@o=di6xido de rarbono 
(95:51 y se  llevb a pH 7,6 por agregado de una sotuctin acuosa debiearbonato 
de sodio. ,. , 
Los cortes de tejido de g18ndula'Jr de hfgado de cada sapo se preincuba- 
ron separadamente con 2 ml de esta solucidn (formando entonces cuatro prein- 
cubaciones diferentes) durante 2 hs con agitaci6n y en atmdsfera de oxigeno- 
di6xido de carbon0 (95:5]. Luego de es te  lavado previo del te j ido,  se  r e t i r6  
e l  mismo de 1 a sol uci6n y s e  secd cada corte de te j ido con un papel de f i l  t ro .  
La masa s6lida de cada preincubaci6n s e  dividib en dos partes y se  pes6 
separadamente, para expresar e l  resultado por gramo de te j ido  hfmedo, prepa- 
rando de esa manera ocho ensayos diferentes que se destinarian a cuatro i n -  
cubaciones de 2 hs y a otras cuatro de 16 hs con 10s trazadores radiactivos. 
Cada monticulo de te j ido,  pesando entre 100 y 300 mg apraximadamente 
(ver Tabla 5 en el  capitulo "Resul tados obtenidos", pbg. 112) se resuspen- 
di6 en 2 ml de l a  soluci6n preparada anteriormente y se  agreg6 a cada uno de 
lo r  ocho tubos de incubacidn una mzcla  de  11-14~~ acetato de sodio (act.  esp. 
6 3 2 81Cifmmo1, actividad to ta l  agregada a cada tubo: 6.7 10 dpm) y 15- HI meva- 
lonolactona (act. ekp. 6 Ci/ml, actiridad total  agregada a cada tubo: 4.9 
lo7 dpal. 
Las incuhaciones se  realizaron a 25OC 72 con agitaci6n y bajo l a  misma 
atm6sfera gaseosa mencionada. Cuatro de e l l a s  s e  detuvieron a l a s  2 hs  y l a s  
otras cuatro a l a s  16  hs.  
Una vez terminadas l a s  incubaciones, cada ensayo se someti6 a1 siguiente 
tratamiento: 
E l  tej ido s e  re t i rd  de l as  soluciones (mds del 90% de l a  radiactividad 
apreqada permaneci 6 en 1 as  mismas) y se  1 o 1 av6 con 4 m l  de medio (#EM) fres-  
co, por agitaci6n durante 10  minutos. Estas soluciones s e  descartaron y 10s 
cortes de te j ido se colocaron en nuevos tubos con 2 m l  de MD1 y 0,3 ml de 
soluci6n acuosa de hidr6xido de sodio 50%. Se calentaron l a s  mezclas por 30 
minutos a 50°C (el tej ido s e  disgregd completamente) y se  extrajeron con 
- .. 
get $. usando cloroformo-metanol (9391 cqoo sol vente de desarrol 1 o y col este- 
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W i o  de un analizador autombtica. (radiocromatdqrafo] y las  zonas de las  mis- 
r 
- * 
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I .  - -  _ J I  
L*. m-.. 
ron con cloroformo-metanoi 3 :  Mediante un contador de centelleo llquido 
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..--sb daterinin6 l a  radiactfvid8'd da una alicuota de estos eluidos, en dos con- 
atciones di  f erentes de rnedtedlcl~n .datmrv valores que penni tieran cal cul a r  
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mflactfvidad debida a 1 4 ~ : y ~ r r d f ~ k i ~ i d a d  dehida a %. 
A cada una de estas soluciocw re 1- ggragd. colesterol inactivo (100 +5j 
. . 
i - 
para luego recrirtpl f zar $1 total. hssta.+ctivldad especlf ica constante de 14c 
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Se real izaron cI nco recristal  izaciones de etanol cornprobindose que 1 a 1 
14 actividad especif ica ( C y $1 del 261 ido cr is ta l  i n 0  y de agu6l disuel to  en 
1 
las  apuas inadres &"P l irrt$k, , . C  m d i  ferf an en valonr  mayores j 
r :  
' i 
.f ,, . + que 3%. . ..,- * 1 
-*. -.43 - . >  
Los s6l idos obtenidqri~i!~ tQ"& recristal  izacibn en cada casol se. aceti 1 a- . ,  i 
rorr-lr)r .$as a n d i c t  ones habi tuales (anhidr%do acgtico-piridinat y e7 acetato 
I de colesterol ~btenidw se  recristalizd de etanol comprobhdose que se iuante- 
&,!' .,?,hi 
. . . ;"A. 
I nia constante el valor de l a  ,$&widad especffica para cada caso (ver Tabla L"T-j . . 'k - ~.*,;; F?, ;,:-; ., , ?. ;. . 
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I ;a,,$ , , Se mantuvieron 11 ejem ul tos  hembras del sapo Bufo are- 
4 --. .* :.-: durante 15 dias de ayuno, con suficiente , , agua y periodos de luz de 12 hs dia- 
I . .  
I r ias .  ,. ;%++. .? 4. 
I Fueron 1 uego sacrificados pop .ae,qapitacibn y s e  colectaron 125 ml de r s .  sangre t o t a l  en una probeta contenf 1 m1 de solucidn de EDTA 0.3 M. 
Se centrifug6 a 28Q0 r p  d u r a n k d 5  ninutos y se obtuvieron 74 n11 de 
* ,  
plasma limpid0 con d = 1,019 glml. A -  ' 
, --  
Todas l a s  centrifugaciones ~ J g u i e n t e s  se hicieron a 10°C, utilizando una 
Se real izd una primera centrifugacidn durante 1 2  hs sepitrdndose una fase 
superior incolora que contenfa lipoproteinas de muy baja densidad CVLDL), que 
se descartb. 
Se llevd l a  densidad a 1.063 ah1 por agregado de bromuro de potasio s6- 
1 idol2', se centrifuge durante 30 e separ6 l a  fase superior que conte- 
nia l a s  lipoproteinas de baja den 
Se ajustd l a  densidad a 1,09 entrifugd durante 20 bs y se des- 
*, '-&T";, ; <.L 
cart6 l a  fase  superior. - .%,-. +. -.-5> a . 
. -"*'- *
, *>,, . '  
Nuevamente s e  ajustd l a  densid& bromuro de potasio hasta d = 1,215 
glml y luego de una centrifugaci6n $ur.mte 30 h s ,  se obtuvo l a  f ase  superior 
-'. 
constitufda por l a s  lipoproteinas d; a l t a  densidad (HDL). 
s, 
I Para e l  lavado de l a s  l i p o p r o ~ a s ,  en e l  caso de la  LW se coloc6 l a  f, 
misma en un t u b  de centrifuga y s e  agregb, en l a  parte superior, cuidadosa- 
I mente y sin remover, -de d = 3,005 gfml. Para l a  HDL se 
I ? . " . *t"' , 
v*.' 7 
*. 
I -A  
L 
real izd l o  mismo per0 con una @@i% de b r m r o  de potasio de  d = 1,060 
J .*-, - 
* ::u:* 
g/ml. En ambos casos s e  centrifuge - .  durante 20 hs y se descart6 l a  fase su- 
' I  
perior. - -  A'. 
, & '-1 ' L  . 
Para un segundo lavado c o n l ' ~ l , ~ i o n e s  , L de a l t a  densidad, se colocd una 
. - *  
*s ,%- 
solucidn de  bromuro de potasio de:..a:1,090 glml en un tuho de centrSfuga y 
.; - " 
- " 
.. 
- 6 2: 
se agregd sin remover l a  LDL . ~d~~&'Sk;:"$$so < ,  de 1 a Ha s e  real iz6 e l  mismo pro- 
cedimiento con una solucibn de bromurn.de potasio de d = 1,230 g/ml. En am- 
122 bos casos s e  centrifug6 durante 20 hs y se descart6 l a  f ase  infer ior  . 
Ambas 1 ipoproteinas s e  c o l o c ~ n  en bolsas de di i l i s is  y se dial  izaron 
durante 36 hs  a 4°C contra tres cambids de  50 voliimenes de soluci6n de cloru- 
ro de sodio 0,15 M y EDTA 0,3 mH (-pH = 7,4). 
8 Posteriormente, amhas 1 ipoprotefnas r, 
- 
se anal izaron por el  ectroforesis  en 
I geles de pol i acr i  1 amida (PAGE). 
Para el l o  s e  prepararon geles ci l fndr icos  de  poliacrilamida con l a  si- 
n guiente composici6n: gel separador Cporo fino): 3% de acrilamida; gel concen- 
1; : .  trador [poro grueso): 2,5% de acrilanida. La solucidn de siembra era  l a  mues- 
.- . . 
1 , - t r a  teliida con Sudan Black B en die t i lengl icol  que tifie l a  f r a c c i b  l lp ld ica .  
. < Las electrofores is s e  desarrol 1 aron con una sol ucidn regul adora conteniendo I -  - Tris (tris(hidroximetil)aminomet~~) y gl ic ina  (pH = 8,2) durante 2 hs a in- 
- .--. 
I , 'densidad constante de 2,5 mA. Se observaron bandas Gnicas para LDL y para HDL 
. eonfirmando un buen procedimiento separativo. 
1 ,  Las dos 1 ipoprotefnas se f i  l t raron a trav6s de f i  1 t ros  Xi1 l ipore de 0,45 
prn y se almacenaron a 4OC hasta sb WO. 
,I. 
t - - - - -  ~  -~ ~- - . , < 3 m.. .r 'I : :
= * J - . .  < 8 '  ' .  
' ,.I:- ,:.: ' I. . .  .:;-;%b?,: 
. , 
P ' 2 .  ?+,.& 
,. . .  
. . .. .;~.:$<:r .. 1. a.!.?: ,.q4. .~ ' . 
r s - *  :' . 
9). ~ : :,;.s 
. -% 6 ': - 
I c) Marcacidn de l as  l ipoproteinas con iodo ( 1251 
Se colocaron en un tubo 1 0  ul de solucidn reguladora de fosfato 0,5 
M, 5 p l  de sol ucidn de 1125~ 1 iodun, de sodio (1 i b r e  de portador) en hidrd- 
xido de sodio 0,l N (-500 g C i  de act iv idad t o t a l  para cada l ipoproteina), 
un volumen de solucidn de l ipoprotefna (LDL o HDL) equivalente a 100 pg de 
proteina t o t a l  (segtin se determine por e l  &todo de Lowry 80 como se indica 
posteriormente) , 10 p l  de sol ucidn de lactoperoxidasa (Cal biochem, grado B) 
de concentracidn 2,7 mglml en solucidn reguladora de fosfato 0,5 M (pH = 7,4) 
y 10 p l  de agua oxigenada (300 volhenes d i lu idos 1:10000 en agua bidesti lada). 
Se ag i td  durante 2 minutos, se di luyd con 200 ~1 de solucidn reguladora 
de fosfato 0,05 M CpH = 7,4) y se t r a n s f t r i d  a una columna de pol iacr i lamida 
agarosa (ACA-54) previamente equil ibrada con l a  solucidn de elucidn (solucidn 
regul adora de fosfato con a l b h i n a  de suero hovino I%, pH = 7,4) . 
Se e l  uyeron l as  1 ipoproteinas marcadas con 12=1 separbndose del 12=1 1 i- 
bre que quedd retenido. 
Para calcular  l a  ef ic iencia de l a  marcacidn, corn para ve r i f i ca r  que las  
1 ipoproteinas iodadas separadas por l a  col umna, no estuvi eran impuri fScadas 
con 125~ l i b re ,  se rea l i zd  una cromatografia en papel u t i l i zando l c i d o  tri- 
cloroac6tico como solvente de elucidn de acuerdo a l  metodo de Ceska y cola- 
bpradoresZa3. E l  l c i do  t r ic lo roac6t ico  produce 1 a prec ip i  tacidn de l a  prote i -  
na, por l o  que 6s t a  queda en e l  origen y despl aza a1 1 125~ J iodum de sodio, 
produciendo su separacibn. Por este metodo se establecid que toda l a  radiac- 
t i v idad  quedaba en e l  origen y en consecuencia no era necesaria una posterior 
p u r i f  icaci6n. 
La determinacidn de proteina t o t a l  de 1 as 1 ipoproteinas, se real  i z d  por 
el  metodo de Loury m d i f  icado por Markwel llB4 (extrayendo 10s 1 fpidos con 
cloroformo, luego del desarrollo del color) y u t i l  izando a l b h i n a  de suero 
bovi no (fraccibn V de Sigma) coliw, pirtrbn . 
Por este mGtodo se determid que 10 p1 de l a  solucidn or ig ina l  de LDL 
contenian 15,2 pg de proteina y que e l  mismo volmen de soluci6n or ig ina l  de 
HDL contenfa 84,s ~g de protefna. 
El valor de radiactividad da 125~,  nedida con un contador gamma pemi- 
t i 6  obtener las actividades especfficas de las 1 ipoprotefnas marcadas, siendo 
para LDL de 1.7 p C i / ~  de protelna y para HDL 1.83 ~ C i l p g  de proteina. l o  que ] 
imp1 ic6  una incorporaci6n absoluta porcentual de 34 y 36,6% respectivamente. 
0 
d) Ensayo de uni6n de las 1 lpoprotefnas a 10s receptores en l a  membrana. 
Las g l  endul as parotoides s in  pie1 , correspondientes a dos sapos Bufo 
c~1.sncmon, se homogeneizaron en 1 m l  de soluci6n de bicarbonato de sodio 1 mM 
(pH = 8) y se centrifugd dicho h-eneizado a 3000 x g durante 30 minutos. 
E l  sotwenadante se centrifugd n u e v e n t e  a 27000 x g y e l  sdlido depositado 
se resuspendi6 en e l  volumen or ig inal  de una soluci6n de fosfato de pH = 7,4. 
Esta preparacih de loembrana, se ' u t i l i zd  con, fuente de receptores de 
1 ipoproteinas . 
Las incubaciones de las lipoproteinas con l a  preparacidn de membrana se 
real izaron en tubos de p l i s t i c o  descartables. El  volumen f i n a l  en cada tub0 
fue 0.4 m l  conteniendo solucidn reguladora de fosfato ( p ~  = 3,4), 2% Be a l -  
fiGmi na de suero bovino, 100 ag de protejna de membrana (el volumen equivalen- 
te  a esa masa, de acuerdo a l a  deteminaci6n de proteina to ta l  segfin e l  miito- 
do de Lowry), las 1 ipoproteinas de sapo iodadas ( 1 2 5 ~ - t - ~ ~ ~  o 1 2 5 ~ - t - ~ ~ ~  
. , 
y cantidadss variables Be t -LfX-@,  s h  marcar respectivamente desde 
E l  valor de u n i h  inaspecf#+&q bra de$emin6 real irando incubacCanes pa- 
rat el as conteni endo respect1 v ;.SO0 vg de pmtefnu~l, de t-LW. o t4DL 
sin marcar. 
Los tubos conteniendo 1 as dist intas composi ciones se incubaron a 37°C 
durante 2 hs .  
Luego de 1 as incubaciones, se separaron 1 os complejos receptor-1 i popro- 
teina de 10s ligandos l ibres (tclDL o t-HDL marcadas y no marcadas) por agre- 
gad0 de 2 ml de soluci6n reguladora de fosfato de pH = 7,4 a cada tubo, se- 
guido de fi l traci6n a travgs de f i l t ros  Millipore de 0,45 w, previamente 
saturados con a1 blrmina de suero bovin, a1 5%. Los tubos y 10s f il tros se la- 
varon con a1 blrmina d e  suero bovino . a1 1% . [3 x .  3 ml ) en el mismo medio. 
El control de tiempo cero, con y sin 1 ipoproteinas sin marcar, fue res- 
tad0 del valor de unidn especifica Cver pig. 98). 
Los ensayos se hicieron por duplicado y con 10s valores obtenidos se 
construyeron grdfi cos de Scatchard (ver pdg . 116). 
Los da tos fueron procesados en una computadora HP-86 (Hew1 ett-Packard) 
uti l  izando un programa desarrol lado por el  Dr. J . C. Calvo (Institute ,de 
-.,. .,; - 
Biologia y Medicina Experimental). -m 
3 
el. Marcacibn de las 1 ipoproteinas con 1 inoleato de 11,2,6,7- H I  coles- 
terol . 
E l  ljnoleato de 1 1 , 2 . 6 , 7 ~ ~ 7 . , ~ l c r t s r o l  (act. esp. 100 til-1) se  
incorpord a las 1 ipoprotefnas . 
d 
Para cada 1 ipoprotefna k$rocedf& <y. de l a  manera siguiente: 
. =e 
Se evapord a sequedad e l  $+noleato de colesterol t r i t i a d o  (40 pCi. 40 
k 
nmles l  gue se provee c o l c r c i a ~ r n t o  en s o l u c ~ h  en tolueno. El  residuo se 
disolv id en .O, l .  m l  de d4metilsug y l a  solucidn se agi t6 en6 rg i cen te  
' .+-. 
1. 
durante 1 minuto. Se aiiadieron 0,9 m l  de una sol ucidn reguladora (20 nit4 en 
Tris/cloruro, pH = 8. 0.15 M en CI&&~% de sodio y 0.3 nl( en EDTA) y luego 
se ag-6 l a  lipoprotelna It-LDL R$-WDL; 1 mg de proteina en 25 111 de una 
. L k L * ;  - 
solucidn 0,15 M en cloruro da ~ d i 6  y 0.3 aH en EDTA) . 
Esta solucidn se incub6 durante 2 hs a 40°C. luego de l o  cual se d ia l i zd  
a 4 O C  durante 72 hs contra cuatro caspbios de 250 m l  de solucidn reguladora 
- ,  
C20 nH en Trisf cloruro, pH = 7,4. @,?! t4 en cloruro de sodio y 0.3 mM en EDTA) . 
Se ret!r6 l a  soluci6n de. l a  d ib l  ish y ss centrifugd a 12000 x g durante 10 
minutos a 4°C. La solucidn sobenadante contenia l a  lipoprotefna marcada. 
Se detennin6 e l  .contenid0 de cotesterol t o ta l  en cada lipoprotefna por 
e l  &todo de Searcy st. a2?" y l a  - .: r actividad especif ica de cada una (Ivcr 
. 
a .  
. . 
, . -  3 
F-: - & - "  pbg. 118); ' * - - __ . * ,  -A- 'r  
f) Incubacidn de cortes de te j i do  de glindula parotolde con %-~-LoL 
y con 3 ~ - t - ~ D L  (las 1 ipoprotAhb~ &cadas con e l  l inoleato de colestarol 
- r . .  . 
. . 
Se real  izaron incubaciow: Se 15 hs en las condiciones empleadas en , 
* .  
e l  ensayo - a con acetato y 'mevalonato (ver P(g. M9). 
'. 
En cada tub0 se colocarw I ..&  y 30 rag de te j ldo  hhedo con las 11- 
. ' * , ,  
6 poproteinas narcadas (ap rox imad~n tb  at - . ? .5 10 d p  dc cada una) por separado, 
I 
con y sin el agregado de colchf 
, i  , 
I Estos ensayos se hicieron &\%ripl i cado. '.'I .,., . . ,  - - - . - < A  , Cuando final izaron las incubah-dnes, 10s cortes de tejido se ext ra jero~ 
I c m  se dercribid en - a,  excluyendo el: paso d e  hidrdlisis alcal ina y 10s lava- 
. . 
i dos cbn soluci6n alcalina. 
La radiactividad incorporada .par mg de tejido se determind por centel leo 
l i q u i d 0  a partir  de allcuotas dr 10s actractos orgtinicos. Estos extractos fue- 
- 
ron evaporados y 10s residuor re ~r&(lgrafiaron c o o  en a, pew usando ace- 
tat0 de e t i lo  como solvente tie desarrollo, con colesterol tr i t iado y linolea- 
to de col ester01 t r i t i  ado como t e s t  I go$, Las pl acas crmatogrbf jcas se corta- 
ron en t i r a s  transversales de 0,5 cm que se eluyeron separadamente ~gn-cloro- 
formo-metanol (3:ll  para medir su radiactividad por centel 1 eo I fquido. 
., . 
En el capftulo *Resultador obti(iT&su se muestra un perfil ct%iaatogrbflco 
tipico para este experimento [vrr p@*- .121). 
.- 
L 6 s  valores de incorporacibn de h d a  lipoprotefna en el tejido, de i n -  . 
corporacien de colesterol total y el porcentaje de hidrbl i s l s  del 1 inoleato 
de colesterol t r l t iado incorporado se indjcan en l a  Tabla 10. 
< .  
Pluy pea cr conocidb &am *'$ - bfprintrslr, dc bufadlew51idor da Sapo: 
%. . 
el rttsultado ds s ign i f l caHv~  - ~ - - q p @ . @ l  colastem1 m u 1  ta un adecwdo pre- 
. 
cursor biosi nt&ti co de 40s misHOPs. : 
A partir da ah( n drbrn ck*c&jr tados lor l~tcrrrdiarior de l a  secuen- 
' I cia  b4osintPtica, InvestiginQ st pgtJbk rot ~0830 precursorq~ de chpuestos 
I esteroida 1 es que rssul ten ck u ~ w  ,ro8#6i,~fbn adecuada del sql aateml en el 
I amino a bufadlenbl $dm. 
1 8i .c#I 14c a, C-20 rorvltrbr in-lob *_ A- - 
I en 143 W-1 ldor d d  VMW d@- w . j  .y el a%uw ~ s t 0  m a d  e$~ $ 4 4  
no i-a. __, . e m - l r p ' . p ~ t ; ' * . ~ r  iateral de c o ~ c r t a m ~  rc a- 
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I "~1. ~ c t o r  tnr c o l p n r t & ' f ~ ~ ~ ~ % a ~ s  r rrpor 4ntrctur con eI @jato 
I da v e r l f * ~  st producfarr Wtfl rb8latlbjrH. -El mpr~tlmol radiac- 
, sfmtras que 10s 
I 
. , 
otros dos compuestos pmiujw(; 
4: i 
Se inoculd en f o m  parale% ckfesterol t r i t iado, caa, control del en- 
.-k .---,, * 
, *%$ggL? .: 
4 
say0 . &.{,.r.;-$ . KC--. :.* .;":*$'> 
.!! <& 
T d i C  se inoculd Lcidp- kvatbnico, cqrobhndose l a  fonnacidn 
. .- 1 
- T ~ ~ e - .  :J .I ; 
de *u-ri tosterol I' radiactivoe rneicl; dr kktefol  es (col esterol , campesterol , I 
,r . 
-, 
estigmasterol y s ibs te ro l )  pue re.:i$e$rd en sus oaponentes, para ver i f i car  
, <- 3 - - '.- - 
. q - ! . ? r L L ,  . > -  
Y - <tdG , 
que e l  Ql ico esterol radiaci ivo 6 sea 'biosfntetizabo a brtir del licido m- 
val6nico marcado). era e l  col&t&cbl y guc 10s deds, (esteroles t fp icos de ve- 
. - 2  
' *. .<:- 
- 2.:- a. , 
getalesf * no resul taban narcad~s,:~;&.~ 
- ,= :+'.; - .  :.* , . 
Con e l  objeto de conocer &k-s$&n 6iosint6t ico del col esterol en las  
' , - 
-. . p.:2;;$- 
gfindulas productoras del veneno i e  bicieron ensayos con bologeneizados y con 
I . *  -. 4 ,  -7  , .., A . <-.. eortes de te j ido de g l b n d u l a 7 p a r o ~ i h ;  
e. + ;- 7 
., . :; 1) .- 
-v A: - 
Se incubaron cortes de t e j  id-& gibndul i parotoide y de higado de sapos 
, 
p. - , 
: r 
-- ps I:"..: . , 
.-b . 
s .  
% ,  ,>'-.. 1 .  '.?on 1 1-14c I acetato de ;&lo "i . con -. - 1&% 1 meval on01 actona , observhdose que 
A 7 
& ,  /.- 
. % -Fy.:. , ,. ~ - : -, . ..A4Z4. 1 
- < 
.. .V I I. ..L- , -k3# : +  - ao las condiciones experfmentiler empl'eadas, s6lo 10s cortes dd!Gjido de h i -  
.-. . . 
Ir 
,.',- r 2 * ' ~ . . -  c . '%-;--",-r:L 7 . - - "-+,:L? , a -. t 
. * t -q,y"7 ( .,.Ire >x A, << J1' -: 
, .. 5 ss .@--sintetiraban col esterol radiat?tivlt. Como no se producia b io i f&&is  evi- 1 *:;;; - : , . ' __I .:-*r h - .  -L - .  < .  >- .* 73'2 *- 
. L C*" 
f,'~ 3 1  
u ,-i .M , :-> ,! %,+ ,- . - . & -  -::;$&mte , da colesterol d. ~ a ,  uc 1as~'gIdndulas parotoides, era 6 esGrar un ,. << c; - r>g&iL : 
I aprovisionamiento de colestev@il:$ksde e l  exterior de las d l u l a s  glandulares. , , - - " : -$ ' -.. .+_..- 
Por e l  l o  se aislaron las l~poprotefnas de suero sanguine~ de sapos, se 
I , *  , . .L..&- - , - <  t < 2 . -  * > . * .. :.:,45.=J7 -, las marc6 con 125~ y se e fee tuh 'n  &sayos de uni6n & Irr l'ipoproteinas a l a  
. , -  
* , -. 'i I 
. -<&.kg, .- 




A , 4: I ---'---- t f poproteina-receptor asf corn la* eapacidades de unibn. De esta mane- 
ra se observd l a  presencia de sitfos de unidn de a l t a  afinidad para las lipo- 
proteinas transportadoras de col esterol . 
Para evaluar l a  postble "internalizacSbnn de las  lipoproteinas, se  las 
4 
mard con 1 inoleato de 11,2,6,7-%l colesterol y se  incubaron cortes de tejido 
de gldndula con esas lipopmtefnas, con y sin el agregado de colchicina (un 
inhibidor de la  ninternalizacibnnl. Se observ6 l a  presencia de colesterol tri- 
tiado y 1 inoleato de colesteml tr l tfado dentro del tejido, por l o  que se con- 
?, 
. . 
f i d  el aporte exterm de - coleste&l . 
ik." .::, -: . . '  - .  . , . - .  
-,. . 
. .  ' . 7 .  / . .:- a,. 
. . 
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